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Kinoa (Chenopodium quinoa) on revonhäntäkasvien heimoon kuuluva ruokakasvi. Kasvia on 
viljelty Andien ylänköalueella yli 5000 vuotta. Perinteinen kinoan viljely ja sadonkorjuu vaa-
tivat paljon aikaa ja käsityötä. Kasvista käytetään ravintona siemenet ja lehdet. 
 
Tämän tutkielman tavoitteena oli selvittää kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologinen 
ja ravitsemuksellinen laatu sekä eristää ja tunnistaa maitohappobakteereja fermentoidusta ki-
noajauho-vesiseoksesta. Tutkittavat näytteet olivat Argentiinasta, Boliviasta, Perusta ja Suo-
mesta ja ne edustivat ns. kaupallista laatua. 
.  
Kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologista laatua tutkittiin määrittämällä niistä pinta-
viljelynä aerobisten mikrobien kokonaismäärä, homeet ja hiivat, koliformiset bakteerit, läm-
pökestoiset koliformiset bakteerit (Escherichia coli), salmonellat, koagulaasipositiiviset stafy-
lokokit (Staphylococcus aureus), sulfiittia pelkistävät klostridit (Clostridium perfringens) ja 
maitohappobakteerit sekä proteolyyttiset, lipolyyttiset ja amylolyyttiset bakteerit. Tavoitteena 
oli selvittää kinoan yleistä hygieenistä laatua, koska tutkimustietoa aiheesta on vain vähän. 
Kinoan siementen ja kinoajauhon ravitsemuksellista laatua tutkittiin määrittämällä niistä tuh-
kapitoisuus, kosteus, raakaproteiini, raakarasva ja laskennallisesti hiilihydraatit. 
 
Kinoan käytöstä fermentoiduissa tuotteissa on vielä hyvin vähän tutkimustietoa. Tässä tut-
kielmassa kinoajauhoista tehtiin kaksi fermentaatiokoetta. Fermentoiduista kinoajauho-
vesiseoksista määritettiin maitohappobakteerit pintaviljelynä fermentoinnin eri vaiheissa. Jat-
kotutkimuksiin valituista maitohappobakteereista tehtiin puhdasviljelmät, gramvärjäykset ja 
katalaasikokeet. Maitohappobakteerit ryhmiteltiin RAPD-PCR-tyypitysmenetelmän avulla. 
Maitohappobakteerien tunnistaminen tapahtui vertaamalla niiden sekvenssitietoja geenipankin 
tietoihin. 
 
Tutkielman tulosten perusteella voidaan todeta, että kinoan siementen ja kinoajauhon mikro-
biologinen laatu oli hyvä. Tutkimuksissa ei todettu ruokamyrkytyksiä aiheuttavia patogeenejä 
ja aerobisten mikrobien, hiivojen ja homeiden sekä koliformisten bakteerien määrät olivat 
vähäisiä. Kinoan siemenissä ja kinoajauhoissa esiintyi maitohappobakteereja sekä proteolyyt-
tisiä, lipolyyttisiä ja amylolyyttisiä bakteereja. Kinoan siementen ja kinoajauhon ravitsemuk-
sellinen laatu oli hyvä, koska ne sisälsivät runsaasti hiilihydraatteja ja proteiineja sekä vähän 
rasvaa. Kinoan siementen ravitsemuksellinen laatu oli verrattavissa tavanomaisista viljoista 
vehnään. 
 
Fermentoiduissa kinoajauho-vesiseoksissa esiintyi sekvenssitietojen perusteella maitohappo-
bakteerit Weissella cibaria, Lactococcus garvieae, Lactobacillus sakei, Leuconostoc citreum, 
Leuconostoc mesenteroides ja Leuconostoc pseudomesenteroides. Fermentoimattomassa ki-
noajauhossa A esiintyi maitohappobakteeri Enterococcus mundtii. 
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Quinoa (Chenopodium quinoa) is a food plant of Amaranthaceae family. Quinoa has been 
cultivated over 5000 years in the Andean region. Traditional cultivation of quinoa is time  
consuming and demands a lot of work by hands. From quinoa plant, seeds and leaves are  
consumed as food. 
 
The aim of this study was to study microbiological and nutritional quality of quinoa seeds and 
flour. In this study lactic acid bacteria were also isolated and identified from fermented quinoa 
flour slurry. Samples originated from Argentina, Bolivia, Peru and Finland. Samples         
presented consumer quality. 
 
Microbiological quality of quinoa seeds and flour were studied by determinating total aerobic 
count, molds and yeasts, coliform bacteria, Escherichia coli, salmonella, Staphylococcus   
aureus, Clostridium perfringens, lactic acid bacteria, proteolytic, lipolytic and amylolytic      
bacteria. Nutritional quality of quinoa seeds and flour were studied by measuring ash content, 
moisture, raw protein, raw fat and calculating carbohydrates. 
 
Two fermentation trials were made from quinoa flour. Lactic acid bacteria were isolated   
during fermentation at different stages of fermentation. Lactic acid bacteria species were   
isolated as pure cultures, gramstained and catalase tested. Lactic acid bacteria species were 
clustered by RAPD-PCR and identified by comparing sequences to genebank. 
 
The microbiological quality of quinoa seeds and flour was good. Pathogens were not detected. 
The results of total aerobic count, molds, yeasts and coliform bacteria counts were small.  
Lactic acid bacteria, proteolytic, lipolytic and amylolytic bacteria were detected. The         
nutritional quality of quinoa seeds and flour was also good dye to high content of               
carbohydrates and protein and low content of fat. The nutritional quality of quinoa was    
comparable to wheat. 
 
Lactic acid bacteria Weissella cibaria, Lactococcus garvieae, Lactobacillus sakei,             
Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides and Leuconostoc pseudomesenteroides  
were identified from fermented quinoa flour slurry. Lactic acid bacteria Enterococcus mundtii 
was identified from non-fermented quinoa flour A. 
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1. JOHDANTO 
 
Kinoa eli kvinoa (Chenopodium quinoa) on revonhäntäkasvien heimoon kuuluva ruokakasvi. 
Kasvia on viljelty Andien ylänköalueella jo yli 5000 vuotta ja se on Altiplanon alueen alkupe-
räiskasveja. Kasvista käytetään ravintona siemenet ja lehdet. Ruokakasvina kinoa on erittäin 
monikäyttöinen ja sen siementen on todettu aiemmissa tutkimuksissa olevan ravitsemukselli-
selta laadultaan erinomaisia. 
 
Kinoaa viljellään eniten maailmassa Perussa ja Boliviassa. Sadonkorjuu on perinteisessä vilje-
lyssä hyvin paljon käsityötä ja aikaa vaativaa. Kinoan kaupallinen laatu vaihtelee ja siementen 
joukossa voi esiintyä laatua heikentävää roskaisuutta. Perinteisin menetelmin tapahtuvassa 
kinoan viljelyssä ei käytetä teollisia lannoitteita tai tuholaistorjuntaa. 
 
Kinoan siemenissä esiintyy kitkeränmakuista saponiinia, joka tulee poistaa huuhtelemalla 
vedellä ennen siementen käyttöä ruoaksi. Kinoaa käytetään keitettynä sellaisenaan lisukkeena 
tai keitoissa, leivonnaisissa ja välipalana. Kinoajauhosta valmistetaan maidon tapaista juomaa. 
Kinoa on luontaisesti gluteeniton ja siksi se soveltuu myös keliaakikkojen ruokavalioon. 
 
Tässä tutkielmassa määritettiin kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologinen ja ravitse-
muksellinen laatu sekä tutkittiin maitohappobakteerien esiintymistä fermentoidussa kinoajau-
ho-vesiseoksessa. Tavoitteena oli selvittää kinoan yleistä hygieenistä laatua, koska tutkimus-
tietoa aiheesta on vain vähän. Näytteiden alkuperämaat olivat Argentiina, Bolivia, Peru ja 
Suomi ja ne edustivat ns. kauppalaatua.  
 
Mikrobiologisissa tutkimuksissa näytteistä määritettiin aerobisten mikrobien lukumäärä, hii-
vat ja homeet, koliformiset bakteerit, lämpökestoiset koliformiset bakteerit (Escherichia coli), 
salmonellat, sulfiittia pelkistävät klostridit (Clostridium perfringens), koagulaasipositiiviset 
stafylokokit (Staphylococcus aureus), maitohappobakteerit, proteolyyttiset bakteerit, lipolyyt-
tiset bakteerit ja amylolyyttiset bakteerit. Mikrobiologisissa tutkimuksissa erityishuomio kiin-
nitettiin maitohappobakteereihin. Kinoan siemenistä ja kinoajauhosta eristettiin puhdasviljel-
miksi pesäkkeet, jotka muotonsa puolesta olivat maitohappobakteereita. Puhdasviljelmistä 
tehtiin gramvärjäykset ja katalaasikokeet.  
 
Kemiallisissa tutkimuksissa kinoan siemenistä ja kinoajauhosta määritettiin raakaproteiini, 
raakarasva, tuhka eli kivennäisainepitoisuus ja kosteuspitoisuus sekä laskennallisesti hiilihyd-
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raatit. Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää elintarvikkeiden raaka-aineena käytettävi-
en, eri alkuperämaista olevien kinoan siementen ja kinoajauhojen ravitsemuksellista laatua. 
 
Kinoan käytöstä fermentoiduissa tuotteissa on vielä hyvin vähän tutkimustietoa. Tässä tut-
kielmassa tehtiin kahdesta kinoajauhosta fermentaatiokokeet valmistamalla niistä jauho-
vesiseokset. Fermentaatiokokeen aikana seoksista määritettiin maitohappobakteerit ja pH. 
Kinoajauho-vesiseos uudistettiin (back slopping) päivittäin. Eristetyistä maitohappobaktee-
reista valittiin yhdeksän isolaattia tutkittavaksi RAPD-PCR-tyypitysmenetelmällä. Kaksi fer-
mentoimattomasta kinoajauhosta eristettyä maitohappobakteeria otettiin myös mukaan jatko-
tutkimuksiin. Maitohappobakteerit tunnistettiin sekvensoimalla ja vertaamalla sekvenssitieto-
ja geenipankin tietoihin. 
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I KIRJALLISUUSOSA 
 
2. KINOA RUOKAKASVINA 
 
2.1 Kinoan viljely 
 
Kinoa eli kvinoa (Chenopodium quinoa) on revonhäntäkasvien heimoon kuuluva ruokakasvi, 
jota on viljelty Andien alueella Etelä-Amerikassa jo noin 5000 vuotta sitten (Mujica, 1994). 
Kinoa on yksivuotinen siemenkasvi, joka kasvaa 1 – 2 m korkeaksi. Kasvi voi olla vihreä, 
keltainen, punainen tai violetti, värin muuttuessa kasvin ikääntyessä. Kasvin kukinnot muo-
dostavat röyhyjä, joissa siemenet kypsyvät. (Repo-Carrasco-Valencia, 2011.) Kuvassa 1 on 
esitetty kinoakasvi ja sen kukintoröyhy. 
 
Kinoan siemenet ovat pyöreitä, litteitä ja läpimitaltaan 1 – 2,5 mm. Siementen pinnalla on 
kitkeränmakuinen saponiinikerros, joka tulee poistaa huuhtelemalla ennen niiden ruoaksi 
valmistamista. (Repo-Carrasco-Valencia, 2011.) Siemeniä esiintyy eri väreissä: valkoisia, 
keltaisia, ruskeita, punaisia, violetteja ja mustia (Mujica, 1994). 
 
 
 
 
 Kuva 1. Kinoa (Chenopodium quinoa) (Anon., 2012). 
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Kinoaa viljellään yleisesti Andien ylätasangon, Altiplanon, alueella, jopa 4000 metrin kor-
keudessa (Jacobsen ym., 2007). Eri kinoalajikkeet ovat adaptoituneet hyvin vaikeisiin kasvu-
olosuhteisiin, heikkoon maaperään ja huonoihin ilmasto-olosuhteisiin (Garcia ym., 2003, 
2007). Kinoakasvi kestää hyvin toistuvia matalia lämpötiloja (Jacobsen ym., 2007), kuivuutta 
(Vacher, 1998; Jacobsen ym., 2009) ja suolaista maaperää (Rosa ym., 2009; Hariadi ym., 
2010; Ruffino ym., 2010). Viljeltyjen kinoamuunnosten lisäksi esiintyy Andien alueella myös 
villejä kinoalajikkeita (Mujica, 1994).   
 
Nykyisin kinoaa viljellään eniten Perussa, Boliviassa ja Ecuadorissa (FAOSTAT, 2012). Ki-
noan perinteisen viljelyn on syrjäyttänyt muiden viljojen, kuten vehnän ja ohran, viljely (Mu-
jica, 1994). Taulukossa 1 on esitetty kinoan ja vehnän tuotantomäärät kyseisissä maissa sekä 
kinoan ja vehnän viljelyyn käytetyt pinta-alat. Perussa kinoaa tuotettiin vuonna 2010 0,7 t/ha 
ja Boliviassa 1,0 t/ha. Verrattuna vehnän viljelyyn kyseisissä maissa, kinoan satomäärät ovat 
pieniä.  
 
Taulukko 1. Kinoan ja vehnän tuotantomäärät ja viljelyala v. 2010 (FAOSTAT, 2012). 
 Tuotantomäärä, t Viljelyala, ha 
 Kinoa Vehnä Kinoa Vehnä 
Bolivia 41 079 255 356 63 010 176 458 
Ecuador 840 7 605 990 8 533 
Peru 36 106 219 454 35 313 154 285 
 
 
Kinoaa viljellään Andeilla yleensä perunan jälkeen. Viljelyssä käytetään lannoitteena viher-
lannoitetta, kuten kasvijätteitä viljelykierron edellisestä kasvista. Kinoan viljely ja sadonkor-
juu ovat paljon aikaa ja käsityötä vaativia. (Mujica, 1994.) Kinoakasvit jaetaan viiteen ryh-
mään niiden kasvupaikkojen mukaan: laaksojen kinoat, ylätasongon (Altiplano) kinoat, suola-
aavikon (salares) kinoat, merentason kinoat ja sademetsän kinoat (Repo-Carrasco-Valencia, 
2011). 
 
Euroopassa kinoan kasvatuskokeita on tehty eri maissa vuonna 1993 alkaneesta projektista 
”Quinoa – a multipurpose crop for EC’s acricultural diversification” lähtien. Yhdistyneiden 
kansakuntien (YK) elintarvike- ja maatalousjärjestö (FAO) on nimennyt vuoden 2013 kan-
sainväliseksi kinoan vuodeksi tunnustukseksi Andien alkuperäisväestön työlle kinoan säilyt-
tämisestä nykyisille ja tuleville sukupolville. (FAO, 2012.) 
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2.2 Kinoan käyttö ravintona 
 
Kinoan siementen ravitsemuksellisen laadun on useissa tutkimuksissa todettu olevan erin-
omainen (kts. luku 3). Kinoa soveltuu korkealaatuisen aminohappokoostumuksensa ansiosta 
korvaamaan eläinproteiinin (Gonzales ym., 2011). Kinoasta käytetään ravintona siemenet ja 
lehdet kukintoon saakka. Andien siemenkasveista kinoa on kaikkein monikäyttöisin. (Mujica, 
1994.) Kuvassa 2 on kinoan siemeniä (alkuperämaa Bolivia). 
 
 
 
Kuva 2. Kinoan siemeniä (Kuva: Satu Luoma). 
 
 
Kinoan siemenistä valmistetaan useita kaupallisia elintarvikkeita, kuten muroja, hiutaleita, 
jauhoja, pastaa ja puristettua öljyä sekä valmisleivonnaisia ja -ruokia. Perinteisiä kinoasta 
valmistettuja ruokia on Andien alueella haastattelujen perusteella laskettu olevan 35 erilaista. 
Kinoasta valmistetaan keittoja, leivonnaisia, jälkiruokia ja juomia sekä erilaisia välipaloja. 
(FAO, 2011.) Kinoan lehtiä käytetään salaateissa ja säilykkeinä (Mujica, 1994). Taulukossa 2 
on esitetty kinoasta Altiplanon alueella valmistettuja perinteisiä ruokia ja juomia. Ruokien 
valmistus vaihtelee vuodenajan ja viljelyn työvaiheiden mukaan. Valmistuksessa käytetään 
myös fermentointia. (FAO, 2011.) 
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Taulukko 2. Kinoasta Altiplanon alueella valmistettuja perinteisä ruokia (FAO, 2011). 
Ruoka/Juoma Kuvaus 
Kinoakeitto keitettyä kinoaa lihan tai kuivatun lihan, juuresten tai kasvisten 
kanssa  
Lawa puolikiinteä jauhoista puuron tapaan valmistettu ”Mazamorra”, 
vedessä limeä ja eläinrasvaa 
P’esque vedessä, ilman suolaa, keitettyjä siemeniä, tarjoillaan joko mai-
don tai raastetun juuston kanssa (lisukkeiden saatavuuden mu-
kaan) 
Kispiña erimuotoisia ja kokoisia höyrytettyjä pullia 
Tacti tai tactacho jauhoista ja laaman rasvasta valmistettu paistettu donitsin kal-
tainen leivonnainen 
Mucuna keittäen valmistettuja pyöryköitä, joiden keskellä on höysteitä 
Phiri paistettua ja hieman kostutettua karkeaa kinoajauhoa 
Phisara kevyesti paahdettuja ja keitettyjä siemeniä 
Q’usa kinoa chicha, maseroitu kylmä juoma 
El Ullphu, Ullphi kylmä juoma, joka on valmistettu sekoittamalla jauhoa kuu-
maan veteen ja lisäämällä sokeria maun mukaan  
Kaswira de ajara öljyssä paistettu litteä leipä, valmistukseen käytetty katahui’ta 
(limetti) ja mustaa kinoaa tai ajaraa (villikinoaa) 
Kaswira de quinua öljyssä paistettu litteä leipä, valmistukseen käytetty katahui’ta 
ja valkoista kinoaa 
K’api kispiña höyrytetty leivonnainen, valmistettu kinoasta ja kypsennetty 
saviruukussa 
Turucha quispiña tai 
Polonca  
suuria höyrytettyjä leipiä, valmistuksessa käytetty katahui’ta ja 
kinoaa, kypsennetty saviruukussa 
Mululsito quispiña höyrytetty leipä, valmistuksessa käytetty katahui’ta ja kinoa-
jauhoa, kypsennetty saviruukussa, pienempiä kuin kispiña’t 
Quichi quispiña höyrytetty ja paistettu leipä, valmistuksessa käytetty katahui’ta 
ja kinoajauhoa, paistettu pannulla 
Juchacha keitto, jossa kinoapohja ja katahui’ta, lisätty paahdettua ohra-
jauhoa 
Chiwa kinoan nuoria lehtiä, joita käytetään keittojen ja salaattien val-
mistuksessa. 
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2.3 Kinoan elintarviketurvallisuus 
 
Kinoalla on Andien alueella pitkä historia perinteisestä käytöstä elintarvikkeena (FAO, 2011). 
Kinoan siementen käyttö elintarvikkeena on sallittua myös EU:n alueella, eikä niitä pidetä 
Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 258/97 mukaisena uuselintarvikkeena 
(EPNAs, 1997; EUROPA, 2012) Kinoaan liittyy samantyyppisiä elintarviketurvallisuusvaaro-
ja kuin tavanomaisiin viljoihin. Vaarat voivat olla mikrobiologisia, kemiallisia tai fysikaalisia 
tekijöitä, jotka saattavat heikentää elintarvikkeen turvallisuutta ja vaikuttaa kielteisesti kulut-
tajien terveyteen (Evira, 2012a). Kinoan arvostusta perinteisillä viljelyalueilla ovat alentaneet 
myytävien siementen seassa esiintyvät epäpuhtaudet ja riittämättömät pesukäsittelyt (Jacob-
sen ym., 2008). 
 
Kinoan mikrobiologiset vaarat 
 
Mikrobeja esiintyy kaikkialla maaperässä, vedessä, pölyssä sekä ihmisten ja eläinten iholla. 
Elintarvikkeisiin mikrobit siirtyvät niiden raaka-aineista tai käsittely-ympäristöstä. Elintarvik-
keissa esiintyy sekä hyötymikrobeja että patogeeneja. (Evira, 2012b.) Kinoajauhoista on eris-
tetty mm. enterokokkeja ja Lactococcus garvieae –bakteereja (Corsetti ym., 2007). Enteroko-
kit ovat tyypillisiä opportunisteja, joita esiintyy ihmisen ja eläinten suoliston normaalimikro-
bistossa (Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010). Lactococcus garvieae on bakteeri, jota on ta-
vattu nautojen utaretulehduksissa (Teixeira ym., 1996) ja, jonka on todettu siirtyvän infektoi-
tuneesta kalasta myös ihmisiin (Wang ym., 2007). Kinoajauhoon bakteerit voivat siirtyä raa-
ka-aineesta, myllyn laitteistoista tai ympäristöstä taikka materiaaleja käsittelevistä ihmisistä. 
 
Kinoan kemialliset vaarat 
 
Elintarvikkeissa esiintyviä kemiallisia vaaroja voivat olla elintarvikkeiden luonnolliset yhdis-
teet, niihin tarkoituksella lisätyt lisäaineet tai elintarvikkeisiin vahingossa joutuvat vierasai-
neet (Evira, 2012c). Viljoissa on todettu esiintyvän homeiden tuottamia toksiineja, kuten afla-
toksiinia, okratoksiinia, deoksinivalenolia, zearalenonia, T-2 ja HT-2 toksiineja ja fu-
monisiineja (Evira, 2010a). Homeiden kasvua ja hometoksiinien muodostumista voidaan es-
tää huolellisella kuivauksella, asianmukaisella varastoinnilla ja saastuneen materiaalin pois-
tamisella (Evira, 2012d).  
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Kinoan fysikaaliset vaarat 
 
Elintarvikkeet voivat saastua mekaanisesti fysikaalisista vaaratekijöistä. Kinoassa voi esiintyä 
epäpuhtautena pölyä, likaa, kiviä tai multaa, kuolleita hyönteisiä tai tuhoeläinten jätöksiä, 
puinnissa käytetyistä koneista irronneita laitteenosia tai metallisiruja taikka muita siementen 
sekaan kuulumattomia esineitä. (Evira, 2012.) 
 
Vaarojen mahdollisuutta tai todennäköisyyttä eli riskiä kuluttajalle voidaan alentaa elintarvi-
ketuotantoketjun eri vaiheissa tehtävällä omavalvonnalla (Evira, 2012a; 2012f). 
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3. KINOAN RAVINTOSISÄLTÖ 
 
3.1 Proteiinit 
 
Proteiinit koostuvat 20 erilaisesta aminohaposta. Ihmiselle välttämättömiä aminohappoja on 
kymmenen: isoleusiini, leusiini, lysiini, metioniini, fenyylialaniini, treoniini, tryptofaani ja 
valiini aikuisilla sekä lisäksi arginiini ja histidiini lapsilla. Nämä aminohapot on saatava päi-
vittäin ruoasta. Elimistö pystyy itse tuottamaan loput kymmenen aminohappoa. Kaikki vält-
tämättömät aminohapot saadaan ruokavaliosta, joka sisältää eläinperäisiä proteiineja. Tiukas-
sa kasvisruokavaliossa saattaa lysiinin, metioniinin ja treoniinin saanti jäädä niukaksi. Sie-
menten, palkokasvien ja pähkinöiden lisäämisellä kasvisruokavalioon välttämättömien ami-
nohappojen saanti paranee. (Mutanen & Voutilainen, 2005a.) Suomalaisten ravitsemus-
suositusten mukaan proteiinien osuus päivittäisestä energiansaannista tulisi olla 10 - 20 % 
(VRN, 2005). 
 
Kinoan siemenissä on todettu olevan enemmän proteiineja kuin tavanomaisissa viljatuotteissa, 
kuten vehnässä (Alvarez-Jubete ym., 2009). Siementen aminohappokoostumus on lisäksi ta-
sapainoinen (Repo-Carrasco-Valencia, 2011). Kinoan siementen proteiinipitoisuus on vaih-
dellut tutkimuksissa välillä 10,9 – 17,4 % (Ruales & Nair, 1992; Keskitalo, 1997; Prakash & 
Pal, 1998; Alvarez-Jubete ym., 2009; Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011; Demin, 2012; 
Miranda ym., 2012; Stikic ym., 2012) ja kinoan siemenistä jauhetun jauhon proteiinipitoisuus 
on vaihdellut välillä 13,5 - 18,9 % (Lorenz & Coulter, 1991; Abugoch ym., 2009; Hager ym., 
2012). Taulukossa 3 on esitetty kinoan siementen ja kinoajauhon proteiinipitoisuudet eri tut-
kimuksissa. 
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Taulukko 3. Kinoan siementen ja kinoajauhon proteiinipitoisuus (proteiinikerroin N x 6,25). 
 Proteiinipitoisuus  
g/100 g kuivapainosta 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu)
 
14,5 Alvarez-Jubete ym., 2009
a 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
15,23 Demin ym., 2012
b 
Käsittelemättömät 
siemenet 
11,53 – 14,41 Keskitalo, 1997c 
Käsittelemättömät 
siemenet 
11,32 – 16,10 Miranda ym, 2012b 
Käsittelemättömät 
siemenet 
10,9 – 12,3 Prakash & Pal, 1998b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
13,96 – 15,47 Repo-Carrasco-Valencia &  
Serna, 2011
b 
Käsittelemättömät 
siemenet 
14,1 Ruales & Nair, 1992
b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
14,2 Ruales & Nair, 1992
b 
Käsittelemättömät 
siemenet 
17,41 Stikic ym., 2012
b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
15,16 Stikic ym., 2012
b 
Kinoajauho 14,2 Abugoch ym., 2009
d 
Kinoajauho 13,48 Hager ym, 2012
e 
Kinoajauho 18,9 Lorenz & Coulter, 1991
e 
a) N x 5,96 Dumasin menetelmällä 
b) Kjeldahlin menetelmällä, AOAC (Assosiation of Official Analytical Chemists Interna-
tional) 
c) Dumasin menetelmällä 
d) N x 5,85 Kjeldahlin menetelmällä, AOAC 
e) AACC:n menetelmällä (American Assosiation of Cereals Chemists) 
 
 
Keskitalon (1997), Mirandan ym. (2012), Prakash ja Pal´n (1998) ja Repo-Carrasco-Valencia 
ja Sernan (2011) tutkimuksissa oli mukana useampia kinoalajikkeita. Erot kinoan siementen 
proteiinipitoisuuksissa on arveltu johtuvan eri lajikkeiden ja kasvupaikkojen ominaisuuksista 
(Miranda ym., 2012) ja niihin voitavan vaikuttaa mm. kasvinjalostuksella (Prakash & Pal, 
1998; Miranda ym., 2012).  
 
Kinoan siementen proteiinit koostuvat pääosin globuliinista ja albumiinista. Kinoa ei sisällä 
tavanomaisissa viljoissa esiintyvää varastoproteiinia prolamiinia (gluteiini), joka on toksinen 
proteiini keliakiaa sairastaville. (Drzewiecki ym., 2003.) Kinoan siemenet sisältävät kaikki 
ihmiselle välttämättömät aminohapot (Repo-Carrasco-Valencia, 2011). Erityisesti siementen 
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lysiinipitoisuus on korkea (Prakash & Pal, 1998; Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011; 
Stikic ym., 2012). Vehnän lysiinipitoisuuteen verrattuna kinoan siemenissä on lysiiniä kaksin- 
tai kolminkertainen määrä. Lysiini osallistuu elimistössä lähtöaineena aminohappojohdannais-
ten synteesiin (Mutanen & Voutilainen, 2005a) ja se on usein ensimmäinen rajoittava amino-
happo tavanomaisten viljojen aminohappokoostumuksessa (Repo-Carrasco-Valencia, 2011). 
Taulukossa 4 on esitetty kinoan siementen, kinoajauhon ja vehnäjauhon aminohappokoostu-
mus. 
 
Taulukko 4. Kinoan siementen, kinoajauhon ja vehnäjauhon aminohappokoostumus. 
Aminohappo,  
mg/g proteiinia 
A)  
kinoan 
siemenet 
B)  
kinoan 
siemenet 
C) 
kinoan 
siemenet 
D) 
kinoajauho 
E) 
vehnäjauho 
Kysteiini 140 em 170 
d 
em 
Metioniini* 70 216 310 156
d 
150 
Asparagiinihappo 810 2289
a 
780 em 1989
a
 
Treoniini* 370 303 340 213 221 
Seriini 550 363 390 em 389 
Glutamiinihappo 1890 
a 
1320 em 
a 
Proliini 450 
b 
340 em 
b 
Glysiini 960 218 500 em 345 
Alaniini 670 1331
b 
410 em 1308
b 
Valiini* 500 534 420 219 416 
Isoleusiini* 380 500 340 175 990 
Leusiini* 610 829 610 413 265 
Tyrosiini 140 363 250 
c 
354 
Fenyylialaniini* 300 469 370 394
c 
1238 
Lysiini*
 
560 391 560 363 168 
Histidiini* 330 264 270 119 177 
Tryptofaani* em em 110 em em 
Arginiini* 480 1356 810 em 274 
A) Prakash & Pal, 1998, vesifraktio 
B) Stikic ym., 2012; a) asp+glu, b) ala+pro 
C) Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011 
D) Abugoch ym., 2009; c) fen+tyr, d) met+kys 
E) Stikic ym., 2012; a) asp+glu, b) ala+pro 
*välttämätön aminohappo 
em: ei määritetty 
 
 
3.2 Rasvat 
 
Ravinnossa rasvat esiintyvät triglyserideinä, joissa kussakin on kolme rasvahappoa. Rasva-
happojen kemiallinen rakenne vaihtelee ja aivan erityinen merkitys rasvojen laatuun on hii-
liatomien välisillä kemiallisilla sidoksilla. Rasvat jaetaan hiilien välisten kaksoissidosten mu-
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kaan tyydyttyneisiin, kertatyydyttämättömiin ja monityydyttämättömiin rasvahappoihin. Ke-
miallisesti kovetetuissa kasviöljyissä esiintyy myös transrasvahappoja. Ihmiselle välttämättö-
miä rasvahappoja ovat n-6-linolihappo ja n-3-alfalinoleenihappo. (Mutanen & Voutilainen, 
2005a.) Suomalaisten ravitsemussuositusten mukaan rasvan osuus päivittäisestä energian-
saannista tulisi olla 25 – 35 % (VRN, 2005). 
 
Kinoan siementen rasvapitoisuus on korkeampi tavanomaisiin viljoihin verrattuna (Alvarez-
Jubete ym., 2009; Repo-Carrasco-Valencia, 2011; Hager ym., 2012). Kinoan siementen ras-
vapitoisuus on vaihdellut tutkimuksissa välillä 4,8 – 9,7 % (Ruales & Nair, 1992; Alvarez-
Jubete ym., 2009; Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011; Miranda ym, 2012; Stikic ym., 
2012) ja kinoajauhon välillä 6,1 – 8,59 % (Lorenz & Coulter, 1991; Abugoch ym., 2009; Ha-
ger ym., 2012). Mirandan ym. (2012) ja Repo-Carrasco-Valencia ja Sernan (2011) tutkimuk-
sissa oli mukana useampia kinoalajikkeita. Taulukossa 5 on esitetty kinoan siementen ja ki-
noajauhon rasvapitoisuudet eri tutkimuksissa. 
 
Taulukko 5. Kinoan siementen ja kinoajauhon rasvapitoisuus. 
 Rasvapitoisuus 
g/100 g kuivapainosta  
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
5,2 Alvarez-Jubete ym., 2009
a 
Käsittelemättömät siemenet 5,88 – 7,15 Miranda ym, 2012a 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
4,69 – 6,85 Repo-Carrasco-Valencia & 
Serna, 2011
a 
Käsittelemättömät siemenet 9,7 Ruales & Nair, 1992
a 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
9,7 Ruales & Nair, 1992
a 
Käsittelemättömät siemenet 4,79 Stikic ym., 2012
a 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
5,79 Stikic ym., 2012
a 
Kinoajauho 6,4 Abugoch ym., 2009a 
Kinoajauho 8,59* Hager ym., 2012b 
Kinoajauho 6,10 Lorenz & Coulter, 1991b 
a) AOAC:n menetelmällä 
b) AACC:n menetelmällä 
*tuorepainosta 
 
 
Kinoan siementen ja kinoajauhon rasvahappokoostumus on parempi kuin vehnän tai vehnä-
jauhon (Alvarez-Jubete ym., 2009; Hager ym., 2012). Kinoan siemenet ja kinoajauho sisältä-
vät paljon välttämättömiä rasvahappoja, erityisesti linolihapon ja alfalinoleenihapon suhde on 
ravitsemuksellisesti hyvä ja tyydyttymättömän rasvan määrä on korkea (Repo-Carrasco-
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Valencia, 2011). Taulukossa 6 on esitetty kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän ja vehnä-
jauhon rasvahappokoostumukset. 
 
Taulukko 6. Kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän ja vehnäjauhon rasvahappokoostumus. 
Rasvahappo, 
g/100 g kokonaisrasvahappoja 
A) 
kinoan 
siemenet 
B) 
kinoajauho 
C) 
vehnän 
jyvät 
D) 
vehnäjauho 
Myristiinihappo (14:0) em 0,12 em 1,48 
Palmitiinihappo (C16:0) 11,0 9,77 23,7 19,74 
Steariinihappo (C18:0) 1,1 0,63 2,8 10,41 
Oleiinihappo (C18:1) 26,7 23,93 13,2 31,14 
Linolihappo (C18:2) 48,2 52,68 55,1 23,74 
Alfalinoleenihappo (C18:3) 8,3 4,60 3,8 1,74 
Arakidonihappo (C20:0) 0,6 em 0,3 em 
Eikoseenihappo (C20:1) em 1,56 em 1,61 
Eikosadieenihappo (C20:2) 1,4 em 0,5 em 
Beheenihappo (C22:0) 0,7 em 0,2 em 
Erukahappo (C22:1) 1,2 em em em 
Lignoseriinihappo (C24:0) 0,4 em em em 
Tyydyttyneet 14,0 11,56 27,3 38,94 
Kertatyydyttymättömät 28,1 em 13,4 em 
Monityydyttymättömät 57,5 85,44 59,4 60,06 
Tyydyttymättömät/tyydyttyneet 6,2 em 2,7 em 
Linoleeni/Alfalinoleeni 5,8 11/1 14,5 14/1 
Transrasvat 0,1 em 0,0 em 
Kokonaisrasva % em em 2,5 1,81 
A) Alvarez-Jubete ym., 2009 
B) Hager ym., 2012 
C) Alvarez-Jubete ym., 2009; rasva% kuivapainosta 
D) Hager ym., 2012; rasva% tuorepainosta 
em: ei määritetty 
 
 
3.3 Hiilihydraatit ja kuitu 
 
Kasveissa hiilihydraatit ovat varastoituneena tärkkelykseksi. Elimistössä hiilihydraatit pilk-
koutuvat sokereiksi entsyymien avulla. Ihmisen aineenvaihdunnalle tärkein sokeri on glukoo-
si. Kasveissa on myös selluloosaa, joka ei pilkkoudu suolistossa. Selluloosa kuuluu imeyty-
mättömiin hiilihydraatteihin eli ravintokuituihin. (Mutanen & Voutilainen, 2005a.) Suoma-
laisten ravitsemussuositusten mukaan hiilihydraattien osuus päivittäisestä energiansaannista 
tulisi olla 50 - 60 %, jonka lisäksi ravintokuituja tulisi saada 25 – 35 g päivässä (VRN, 2005). 
 
Kinoan siementen hiilihydraatit ovat suurimmaksi osaksi tärkkelyksenä (Ruales & Nair, 1994; 
Prego ym., 1998). Kinoan siementen hiilihydraattipitoisuus on vaihdellut tutkimuksissa välillä 
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56,7 – 75,8 % (Ruales & Nair, 1992; Abugoch ym., 2009; Repo-Carrasco-Valencia, 2011; 
Miranda ym, 2012). Kinoajauhon hiilihydraattipitoisuus oli 66,1 % (Abugoch ym., 2009). 
Tärkkelyksen määrä kinoan siemenissä vastasi tutkimuksissa tavanomaisissa viljoissa, kuten 
vehnässä, olevia määriä. Kinoan siementen kuitupitoisuus oli hieman pienempi kuin vehnän. 
(Alvarez-Jubete ym., 2009.) Kinoajauhon tärkkelyspitoisuus oli pienempi kuin vehnäjauhon 
tärkkelyspitoisuus. Kinoajauhon kuitupitoisuus oli kaksinkertainen vehnäjauhon kuitupitoi-
suuteen verrattuna. (Hager ym., 2012.) Tutkimuksissa todettiin siementen käsittelyn ja sapo-
niinia sisältävän kuorikerroksen poistamisen vähentävän ravintokuidun määrää siemenissä 
(Stikic ym., 2012). 
 
Taulukossa 7 on esitetty kinoan siementen ja kinoajauhon hiilihydraattipitoisuudet ja taulu-
kossa 8 kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän jyvien ja vehnäjauhon tärkkelys- ja kuitupi-
toisuudet eri tutkimuksissa. 
 
Taulukko 7. Kinoan siementen ja kinoajauhon hiilihydraattipitoisuus (laskennallinen). 
 Hiilihydraattipitoisuus 
g/100 g kuivapainosta 
Käsittelemättömät siemenet 56,73 – 68,36 Miranda ym, 2012 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
68,84 – 75,82 Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 
2011 
Käsittelemättömät siemenet 72,5 Ruales & Nair, 1992 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
72,6 Ruales & Nair, 1992 
Kinoajauho 66,1 Abugoch ym., 2009 
 
 
Taulukko 8. Kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän jyvien ja vehnäjauhon tärkkelys- ja ra-
vintokuitupitoisuudet. 
Tärkkelys- ja kuitupitoisuus 
% kuivapainosta 
Kokonais-
tärkkelys 
Kokonais-
ravintokuitu 
 
Kinoan siemenet 64,2 14,2 Alvarez-Jubete ym., 2009 
Käsittelemättömät/käsitellyt 
kinoan siemenet 
51,6/53,1 13,4/13,3 Ruales & Nair, 1994 
Käsittelemättömät/käsitellyt 
kinoan siemenet 
49,55/59,71 10,32/5,69 Stikic ym., 2012   
Kinoajauho 48,88 7,14 Hager ym., 2012* 
Vehnän jyvät 63,0 17,4 Alvarez-Jubete ym., 2009 
Vehnäjauho 68,06 3,44 Hager ym., 2012* 
*tuorepainosta 
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3.4 Kivennäisaineet ja vitamiinit 
 
Ruoassa on lukuisia maaperästä lähtöisin olevia alkuaineita, joista 12 on ihmiselle välttämät-
tömiä. Nämä välttämättömät kivennäisaineet ovat makrokivennäisaineet kalsium, fosfori, nat-
rium, kalium ja magnesium sekä hivenaineet rauta, sinkki, jodi, seleeni, kupari, mangaani ja 
molybdeeni. Kivennäis- ja hivenaineita tarvitaan elimistössä entsyymien toiminnassa ja hap-
po-emäs-tasapainon sekä energia-aineenvaihdunnan ylläpitämisessä. (Mutanen & Voutilai-
nen, 2005b.)  
 
Kivennäisaineet ja vitamiinit luetaan suojaravintoaineisiin. Liian niukka kivennäisaineiden ja 
vitamiinien saanti ruoasta johtaa puutosoireisiin ja liian suuri saanti jopa myrkytysoireisiin. 
(Mutanen & Voutilainen, 2005b.) Kivennäisaineiden ja vitamiinien tarve vaihtelee yksilölli-
sesti ja se on huomioitu niiden saantisuosituksissa (VRN, 2005). Kuparille, mangaanille tai 
molybdeenille ei ole pystytty antamaan tarkkoja saantisuosituksia, koska tiedot niiden tar-
peesta ovat puutteellisia (Mutanen & Voutilainen, 2005b). 
 
Ruoan tuhkapitoisuus kertoo sen kivennäisainepitoisuuden, koska tuhkaan jäävät kaikki pa-
lamattomat epäorgaaniset alkuaineet (Mattila ym, 2001). Kinoan siementen tuhkapitoisuus on 
vaihdellut tutkimuksissa välillä 2,7 – 7,1 % (Ruales & Nair, 1992; Alvarez-Jubete ym., 2009; 
Repo-Carrasco-Valencia & Serna, 2011; Miranda ym, 2012; Stikic ym., 2012). Kinoajauhon 
tuhkapitoisuus on ollut 1,5 – 2,4 % (Abugoch ym., 2009; Hager ym., 2012). Kinoan siemenet 
ja kinoajauho sisältävät paljon kivennäisaineita, kuten kalsiumia, magnesiumia, rautaa ja fos-
foria (Hager ym., 2012; Miranda ym., 2012; Stikic ym., 2012). Kivennäisaineiden määrä on 
suurempi kuin vehnässä tai vehnäjauhossa (Alvarez-Jubete ym., 2009; Hager ym., 2012). 
 
Taulukossa 9 on esitetty kinoan siementen ja kinoajauhon tuhkapitoisuus ja taulukossa 10 
kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän jyvien ja vehnäjauhon kivennäisainepitoisuudet eri 
tutkimuksissa. 
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Taulukko 9. Kinoan siementen ja kinoajauhon tuhkapitoisuus. 
 Tuhkapitoisuus 
g/100 g kuivapainosta  
 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
2,7 Alvarez-Jubete ym., 2009
a 
Käsittelemättömät siemenet  3,15 – 3,65 Miranda ym, 2012b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
3,04 – 5,46 Repo-Carrasco-Valencia & 
Serna, 2011
b 
Käsittelemättömät siemenet 3,4 Ruales & Nair, 1992
b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
2,8 Ruales & Nair, 1992
 
Käsittelemättömät siemenet 7,06 Stikic ym., 2012
b 
Käsitellyt siemenet 
(saponiini poistettu) 
2,22 Stikic ym., 2012
 
Kinoajauho 1,5 Abugoch ym., 2009
b 
Kinoajauho 2,43 Hager ym., 2012
c 
a) Kent-Jones ja Amos’n (1967) mukaan 
b) AOAC:n menetelmällä 
c) AACC:n menetelmällä tuorepainosta 
 
 
Taulukko 10. Kinoan siementen, kinoajauhon, vehnän jyvien ja vehnäjauhon kivennäisainepi-
toisuudet. 
Kivennäisaineet, 
mg/kg kuivapainosta 
A) 
kinoan  
siemenet 
B) 
kinoan  
siemenet* 
C) 
kinoa-
jauho 
D) 
vehnän 
jyvät 
E) 
vehnä-
jauho** 
Kalsium 771,0 – 2112,9 4500/2200 497,3 380,0 1797,7 
Magnesium 1509,1 – 1667,4 1500/1400 2299,0 964,0 244,0 
Sinkki 27,3 – 50,1 18,70/18,36 32,77 12,0 7,59 
Rauta 48,2 – 71,9 49,63/24,13 53,5 33,0 13,4 
Natrium <0,1 – 234,1 2200/790 37,0 em 38,1 
Kalium 16727,9 – 
23255,6 
9520/4860 5537,7 em 1520,3 
Kupari 7,5 – 15,2 2,89/2,06 7,71 em 1,51 
Mangaani 23,6 – 64,7 19,43/12,14 13,5 em 8,25 
Kloridi em em 433,8 em 825,6 
Fosfori 2850,6 – 5263,6 2400/2800 4415,7 em 908,7 
A) Miranda ym, 2012 
B) Stikic ym., 2012; *käsittelemättömät/puhdistetut siemenet 
C) Hager ym., 2012 
D) Alvarez-Jubete ym., 2009 
E) Hager ym., 2012; **jauhoon lisätty kalsiumkarbonaattia tuotteen valmistuksen yhtey-
dessä 
em: ei määritetty 
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Kinoan siemenet sisältävät B-ryhmän vitamiineja saman verran tavanomaisiin viljoihin, kuten 
vehnään, verrattuna (Batifoulier ym., 2006; Miranda ym, 2012) ja E-vitamiinia huomattavasti 
enemmän kuin vehnä (Hussain ym., 2012; Miranda ym., 2012) Kinoan siemenet sisältävät 
myös C-vitamiinia (Dini ym., 2010; Miranda ym., 2012), mikä ei ole tavanomaista viljoissa 
(Repo-Carrasco-Valencia, 2011). Taulukossa 11 on esitetty kinoan ja vehnän vitamiinipitoi-
suuksia eri tutkimuksissa. 
 
Taulukko 11. Kinoan siementen ja vehnän jyvien vitamiinipitoisuudet. 
 Vitamiinipitoisuus  
mg/100 g kuivapainosta 
Kinoan siemenet, Miranda ym, 2012  
C-vitamiini 12,402 – 23,065 
B1-vitamiini 0,349 – 0,648 
B2-vitamiini 0,056 – 0,081 
B3-vitamiini 0,562 – 1,569 
E-vitamiini (α-tokoferoli) 2,465 – 4,644 
Kinoan siemenet, Dini ym., 2010*  
C-vitamiini 12,0/13,0 
Vehnän jyvät, Batifoulier ym., 2006  
B1-vitamiini 0,259 – 0,613 
B2-vitamiini 0,048 – 0,107 
Vehnän jyvät, Hussain ym., 2012  
E-vitamiini (α-tokoferoli)  0,518 – 1,03 
*karvas kinoa/makea kinoa 
 
 
3.5 Kinoan sisältämät muut ravitsemukselliset ja ei-ravitsemukselliset tekijät 
 
Fenoliset yhdisteet 
 
Kinoan siemenissä on eri tutkimuksissa todettu olevan antioksidanttisia fenoliyhdisteitä. Fe-
nolisten yhdisteiden kokonaismäärä on vaihdellut tutkimuksissa: 41,78 mg GAE/100 g (Repo-
Carrasco-Valencia ym., 2010a), 31,4 – 59,7 mg/100 g (Repo-Carrasco-Valencia ym., 2010b) 
ja 71,7 mg GAE/100 g (Alvarez-Jubete ym., 2010) kuivapainosta (GAE: total phenol as gallic 
acid equivalent). Kinoan fenolisten yhdisteiden kokonaismäärä on samaa luokkaa tai suurem-
pi kuin vehnän (53,1 mg GAE/100 g kuivapainosta) (Alvarez-Jubete ym., 2010). Kinoan sie-
menissä tavattu flavonoidien määrä (58 mg/100 g kuivapainosta) vastaa suomalaisissa mar-
joissa, kuten mustikassa (54 mg/100 g kuivapainosta) ja lakassa (56 mg/100 g kuivapainosta), 
tavattavia määriä (Repo-Carrasco-Valencia ym., 2010b; Kähkönen ym., 2001). 
24 
 
Saponiinit 
 
Kinoan siemenissä ja lehdissä esiintyy kitkerän makuista saponiinia, mikä vaikeuttaa niiden 
käyttöä ravintona, mutta suojaa kasveja ja siemeniä linnuilta ja tuhohyönteisiltä (Dini ym., 
2001). Kinoan siemenet huuhdellaan yleensä ennen käyttöä saippuamaisen saponiinin poista-
miseksi (Brady ym., 2007). Saponiinit ovat triterpeeni-glykosideja, joita on eristetty kinoasta 
30 erilaista yhdistettä (Kuljanabhagavad & Wink, 2009). Huuhtelun jälkeen tutkituista kinoan 
siemenistä on löydetty Dinin ym. (2001) tutkimuksessa vielä kuutta erilaista saponiiniyhdis-
tettä. Saponiinit ovat erittäin toksisia vaihtolämpöisille eläimille, mutta niiden oraalitoksisuus 
nisäkkäille on vähäistä (Dini ym., 2001). Kinoan siementen saponiinipitoisuus on tutkimuk-
sissa vaihdellut välillä 0,84 - 3,91 % kuivapainosta (Miranda ym, 2012). 
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4. FERMENTAATIO 
 
4.1 Maitohappobakteerit ja hiivat hapantaikinan valmistuksessa 
 
Leipätaikinan fermentointi on yksi vanhimmista elintarvikebioteknisistä sovelluksista aina 
muinaisesta Egyptistä asti (Poutanen ym., 2009). Jauhoista ja vedestä sekoitetun taikinan ha-
pattaminen tapahtuu spontaanisti maitohappobakteerien ja hiivojen avulla. Mikrobit voivat 
olla peräisin valmistusaineista tai valmistusympäristöstä. Hapattaminen kohottaa taikinan ja 
antaa leivonnaisille niille tyypillisen aromin. Hapantaikinan käyttö leivonnassa parantaa lei-
vonnaisten ravitsemuksellista arvoa sekä säilyvyyttä. Perinteisiä viljaraaka-aineita hapantaiki-
nan valmistuksessa ovat vehnä ja ruis. (De Vuyst & Vancanneyt, 2007.) 
 
Hapantaikinassa maitohappobakteerit tuottavat aineenvaihduntatuotteinaan maitohappoa ja 
etikkahappoa, jotka alentavat taikinan pH:n alle 5:een. Hiivat muodostavat taikinaan aineen-
vaihduntatuotteinaan hiilidioksidia ja etanolia. Maitohappobakteerien ja hiivojen vuorovaiku-
tus toisiinsa on erittäin tärkeää hapantaikinan sisäisessä metaboliassa. Muuttamalla fermen-
tointiolosuhteita, kuten lämpötilaa tai pH:ta, voidaan parantaa tiettyjen entsyymien, kuten 
amylaasien, proteaasien, hemisellulaasien ja fytaasien toimintaa hapantaikinassa. (Poutanen 
ym., 2009.) 
 
Maitohappobakteerit jaetaan niiden hiilihydraattiaineenvaihdunnan mukaan heterofermenta-
tiivisiin ja homofermentatiivisiin. Heterofermentatiiviset maitohappobakteerit fermentoivat 
glukoosia niin, että lopputuotteina on maitohappoa, etikkahappoa, etanolia ja hiilidioksidia. 
Obligaatit homofermentatiiviset maitohappobakteerit fermentoivat glukoosista pelkästään 
maitohappoa. (Gänzle ym., 2007.) Muista fermentoinnin avulla valmistetuista elintarvikkeista 
poiketen, hapantaikinassa heterofermentatiiviset maitohappobakteerit ovat dominoivassa ase-
massa (Corsetti ym, 2003; Meroth ym., 2003).  
 
Hapantaikinoista on eristetty ja tunnistettu lukuisia maitohappobakteeri- ja hiivakantoja. Mää-
rällisesti eniten esiintyy Lactobacillus –suvun bakteereita. (Hammes ym., 2005.) Leuconostoc, 
Weissella ja Pediococcus – sukujen bakteereita esiintyy myös, mutta laktokokkeja, entero-
kokkeja ja streptokokkeja tavataan hapantaikinoissa harvoin (De Vuyst & Neysens, 2005). 
Tunnetuin ruis- ja vehnäpohjaisista hapantaikinoista eristetty maitohappobakteeri on Lactoba-
cillus sanfranciscensis. Hiivoja on tunnistettu myös useita, mutta vain osalla niistä on huo-
mattavampi merkitys fermentaatioprosessissa. Tyypillisin hapantaikinasta eristetty hiiva on 
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Candida humilis. (Hammes ym., 2005.) Maitohappobakteerien ja hiivojen esiintymiseen ja 
vuorovaikutukseen hapantaikinassa vaikuttavat paljon fermentaatio-olosuhteet, kuten lämpöti-
la ja fermentoitavan viljan ominaisuudet (Hammes ym., 2005; Meroth ym., 2003). 
 
Vogelmann ym. (2009) tutkimuksessa kinoajauhosta valmistettuun taikinaan lisättiin leivin-
hiivaa ja maitohappobakteereita sisältäviä starttereita fermentointikoetta varten. Fermentoin-
nin lopussa kinoajauhoista valmistetussa hapantaikinassa kilpailukykyisimpinä lajeina olivat 
hiivoista Saccharomyces cerevisiae (50 %) ja Issatchenkia orientalis (50 %) sekä maitohap-
pobakteereista Lactobacillus paralimentarius (>78 %) ja Lactobacillus pontis (14 %).  Corset-
ti ym. (2007) tutkimuksessa kinoajauhosta eristettiin ja tunnistettiin maitohappobakteerilajit 
Enterococcus faecium, Enterococcus mundtii ja Lactococcus garvieae. Tutkimuksessa eristet-
tiin vehnän jyvistä ja ei-tavanomaisista jauhoista eniten Enterococcus -suvun bakteereita. 
 
 
4.2 Fermentaatio leivän koostumuksen parantajana 
 
Fermentaatiota käytetään leipätaikinan valmistuksessa kaikkialla maailmassa, missä leipä on 
yksi peruselintarvikkeista. Euroopassa hapantaikinan valmistus ilmentää kulttuurillista ja 
maantieteellistä identiteettiä. (De Vuyst & Neysens, 2005.) Hapantaikinan käyttö leivonnassa 
parantaa leivän ravitsemuksellista laatua, makua ja säilyvyyttä (Poutanen ym., 2009). 
 
Hapantaikinat jaetaan kolmeen ryhmään. Tyypin I hapantaikinat ovat perinteisiä hapantaiki-
noita, joita ylläpidetään päivittäisellä uudistamisella. Tyypin II hapantaikinat ovat leipomote-
ollisuuden vaatimuksiin kehitettyjä kiihdytettyjä hapantaikinoita, joita valmistetaan siilomit-
takaavassa. Tyypin III hapantaikinat ovat jauhemuodossa olevat kuivatut hapantaikinat, jotka 
on valmistettu heräteviljelmistä. Niitä käytetään hapattajina ja arominkantajina leivänvalmis-
tuksessa. Tyypin II ja III hapantaikinat vaativat leivinhiivan (Saccharomyces cerevisiae) käyt-
töä lisänä leivonnassa. (De Vuyst & Neysens, 2005.)  Kuvassa 3 on esitetty kaaviokuva ha-
panleivän valmistuksesta fermentoinnin avulla (Hammes ym., 2005). 
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Kuva 3. Hapanleivän valmistus fermentoinnin avulla (mukaillen Hammes ym., 2005). 
 
 
Taikinan hapattaminen vaikuttaa monella tavoin sen raaka-aineiden ja siitä valmistettavien 
tuotteiden ominaisuuksiin. Fermentoinnilla parannetaan leivän sisältämien ravintoaineiden 
saatavuutta. Viljatuotteiden fermentoinnin avulla voidaan muuntaa kuituja paremmin soveltu-
viksi suolistomikrobien käyttöön. Maitohappobakteerien avulla voidaan tuottaa myös sula-
mattomia prebioottisia polysakkarideja. (Poutanen ym., 2009.)  
 
Maitohappobakteerien avulla tapahtuvan fermentoinnin on todettu hidastavan tärkkelyksen 
pilkkoutumista ja madaltavan täysjyväohraleivän (Liljeberg ym., 1995; Östman, 2003) ja 
vehnäleivän (De Angelis ym., 2006; Maioli ym., 2008) glykeemistä indeksiä (GI). Tämän on 
arveltu johtuvan orgaanisten happojen muodostumisesta taikinaan fermentoinnin aikana sekä 
tärkkelyksen gelatinoitumisen vähenemisestä. Glykeemisellä indeksillä tarkoitetaan hiilihyd-
raattien aiheuttamaa veren glukoosipitoisuuden nousua aterian jälkeen standardina käytettyyn 
vaaleaan leipään verrattuna (Uusitupa, 2005). Fermentoinnin aikana ilmenevä proteolyysi on 
riippuvainen taikinan pH:sta. (Gänzle ym., 2008) Proteolyysi tuottaa hapantaikinaan huomat-
tavan määrän peptidejä ja aminohappoja. Kohonneella aminohappojen ja peptidien määrällä 
fermentoiduissa viljatuotteissa, on myös oma roolinsa glukoosiaineenvaihdunnan säätelyssä 
(Nilsson ym., 2007). 
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Leseiden ja täysjyväviljan esifermentointi parantaa leivän aistinvaraisia ominaisuuksia, alen-
taa leseissä esiintyvän fytiinihapon määrää ja parantaa kivennäisaineiden saatavuutta (Hassan 
ym., 2008; Lioger ym., 2007). Viljoissa esiintyy Garcia-Estepa ym. (1999) mukaan fytiini-
happoa 3 – 22 mg/g. Fytiinihappo muodostaa metallikomplekseja, vähentäen siten kivennäis-
aineiden absoptiota. Fytaasientsyymit kykenevät defosforyloimaan fytaattia muotoon, jossa 
sillä on vähemmän kapasiteettia vaikuttaa mineraalien liukoisuuteen ja saatavuuteen. (Garcia-
Estepa ym., 1999) On ilmeistä, että hapon tuotanto ja pH:n aleneminen hapantaikinassa on se 
mekanismi, jolla maitohappobakteerit parantavat kivennäisaineiden saatavuutta (Poutanen 
ym., 2009). 
 
Fermentaatio vaikuttaa vitamiinien säilyvyyteen leivontaprosessissa (Poutanen ym., 2009). 
Hiivojen on tutkimuksissa todettu nostavan tiamiinin (B1-vitamiini) määrää hapantaikinassa ja 
siitä leivotussa leivässä (Batifoulier ym., 2005) sekä folaatin määrää hapantaikinassa (Kari-
luoto, 2006). Fermentointi vaikuttaa myös muiden antioksidanttisten yhdisteiden määrään. 
Antioksidanttisten yhdisteiden määrän on tutkimuksissa todettu olevan perinteisessä hapate-
tussa ruisleivässä korkeampia kuin tavanomaisesti valmistetussa valkoisessa vehnäleivässä 
(Michalska ym., 2007; Martinez-Villaluenga ym., 2009). Kuvassa 4 on esitetty, mitä mahdol-
lisuuksia on hapantaikinan käytöllä muokata viljaraaka-aineiden bioaktiivisuutta (Katina ym., 
2005).  
 
 
 
Kuva 4. Hapantaikinan mahdollisuudet muokata viljan bioaktiivisuutta (Katina ym., 2005) 
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Maitohappobakteerikantojen käytöllä heräteviljelminä on saatu vähennettyä lisäaineiden käyt-
töä leivonnassa, lisättyä terveysvaikutteisia ainesosia leipään ja pidennettyä leivän säilyvyyttä. 
Maitohappobakteerien, kuten Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides ja Ln. citreum, 
on tutkimuksissa todettu tuottavan eksopolysakkarideja (Di Cagno ym., 2006; Bounaix ym. 
2010a, 2010b; Galle ym., 2010). Eksopolysakkarideja tuottavien maitohappobakteerien käy-
töllä hapantaikinassa parannettin Di Cagno’n ym. (2006) tutkimuksessa leivän rakenteellisia 
ominaisuuksia leivontaan käytettäviä apuaineita vastaavasti.  
 
Maitohappobakteerit tuottavat fermentoinnin aikana useita antimikrobisia yhdisteitä, kuten 
orgaanisia happoja, hiilidioksidia, etanolia, vetyperoksidia, diasetyyliä, reuteriinia ja fun-
gisideja (Moroni ym., 2009). Maitohappobakteerikantojen Lactobacillus plantarum FST 1.7 
(Dal Bello ym., 2007), Lb. plantarum CRL 778, Lb. reuteri CRL 1100, Lb. brevis CRL 772 ja 
CRL 796 (Gerez ym., 2009) sekä Lb. amylovorus DSM 19280 (Ryan ym., 2011) on tutkimuk-
sissa todettu hidastavan homeiden kasvua hapantaikinasta tehdyissä leivissä ja pidentävän 
siten niiden säilyvyyttä lisäaineena käytettävän kaliumpropionaatin lisäystä vastaavalla taval-
la. 
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II KOKEELLINEN OSIO 
 
5. TYÖN TAVOITTEET 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tavoitteena oli: 
1. Selvittää kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologinen laatu. 
2. Selvittää kinoan siementen ja kinoajauhon ravitsemuksellinen laatu. 
3. Eristää ja tunnistaa maitohappobakteereja fermentoidusta kinoajauho-vesiseoksesta. 
 
Kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologista laatua tutkittiin määrittämällä niistä pinta-
viljelynä aerobisten mikrobien lukumäärä, hiivat ja homeet, koliformiset bakteerit, lämpökes-
toiset koliformiset bakteerit (Escherichia coli), salmonellat, koagulaasipositiiviset stafyloko-
kit (Staphylococcus aureus), sulfiittia pelkistävät klostridit (Clostridium perfringens) ja mai-
tohappobakteerit sekä proteolyyttiset, lipolyyttiset ja amylolyyttiset bakteerit. Salmonellat 
tutkittiin myös pikatestin avulla. Tavoitteena oli selvittää kinoan yleistä hygieenistä laatua. 
 
Kinoan siementen ja kinoajauhon ravitsemuksellista laatua tutkittiin määrittämällä niistä tuh-
kapitoisuus, kosteus, raakaproteiini, raakarasva ja hiilihydraatit. Tavoitteena oli selvittää elin-
tarvikkeiden raaka-aineena käytettävien ja eri alkuperämaista olevien kinoan siementen ja 
kinoajauhojen ravitsemuksellista laatua. 
 
Kinoajauhoista tehtiin kaksi fermentaatiokoetta. Fermentoidusta kinoajauho-vesiseoksesta 
määritettiin maitohappobakteerit fermentoinnin eri vaiheissa. Jatkotutkimuksiin valituista 
maitohappobakteereista tehtiin puhdasviljelmät, gramvärjäykset ja katalaasikokeet. Maito-
happobakteerit ryhmiteltiin RAPD-PCR-tyypitysmenetelmän avulla. Maitohappobakteerien 
tunnistaminen tapahtui vertaamalla niiden sekvensointitietoja geenipankin tietoihin. 
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6. AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
6.1 Aineisto 
 
Tässä pro gradu –tutkielmassa tutkituista näytteistä 12 näytettä oli kinoan siemeniä ja kaksi 
näytettä kinoajauhoa. Näytteet oli hankittu eri myyntipaikoista neljästä eri maasta: Argentii-
nasta (siemenet n=1), Boliviasta (siemenet n=1; jauho n=2), Perusta (siemenet n=8) ja Suo-
mesta (siemenet n=2). Näytteet edustivat ns. kauppalaatua. Näytteitä ei esikäsitelty saponiinin 
poistamiseksi siemenistä. 
 
Mikrobiologiset määritykset tehtiin kaikista näytteenä olleista siemenistä ja jauhoista. Ke-
mialliset määritykset tehtiin 13 näytteestä. Kemiallisista määrityksistä jouduttiin jättämään 
argentiinalainen näyte pois vähäisen näytemäärän vuoksi. Fermentaatiokokeet tehtiin mo-
lemmista kinoajauhoista. 
 
 
6.2 Kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologiset määritykset 
 
Mikrobiologiset määritykset tehtiin NMKL (Nordisk metodikkommitté för livsmedel, Poh-
joismainen elintarvikkeiden metodiikkakomitea) -menetelmäohjeiden mukaisesti. Määrityksiä 
varten näytteitä punnittiin 10 g steriileihin dekantterilaseihin ja lisättiin 90 ml peptonisuola-
vettä (Oxoid/Fisher). Näyteliuoksesta tehtiin laimennossarjat lasisiin koeputkiin pipetoimalla 
1 ml näytettä 9 ml:aan peptonisuolavettä. Laimennossarja tehtiin -2:sta -5:een saakka. Pipe-
toinnit tehtiin aseptisesti laminaarissa (Kojair Tech). 
 
 
6.2.1 Aerobisten mikrobien lukumäärä 
 
Aerobisten mikrobien lukumäärän määritys tehtiin NMKL86–menetelmäohjeen mukaan. Tut-
kimuksessa käytettiin Plate Count –agaria (PC, LabM). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista 
pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle PC-maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle 
pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa (Termaks B8000) 30 
o
C:ssa mene-
telmäohjeesta poiketen vain 48 h.  
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6.2.2 Hiivat ja homeet 
 
Hiivojen ja homeiden määritys tehtiin NMKL98 –menetelmäohjeen mukaan. Tutkimuksessa 
käytettiin Oxytetracycline Glucose Yeast Extract –agaria (O.G.Y.E., LabM), johon oli lisätty 
ennen maljavalua 10 ml/l oksitetrasykliiniä (Abtek Biologicals). Sekoittamisen jälkeen lai-
mennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle O.G.Y.E. -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos 
levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 72 h.  
 
 
6.2.3 Koliformiset bakteerit 
 
Koliformisten bakteerien määritys tehtiin NMKL44 –menetelmäohjeen mukaan. Tutkimuk-
sessa käytettiin Violet Red Bile Glucose –agaria (V.R.B.G., LabM). Sekoittamisen jälkeen 
laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle V.R.B.G. -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. 
Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 37 
o
C:ssa 
24 h.  
 
 
6.2.4 Lämpökestoiset koliformiset bakteerit (Escherichia coli) 
 
Lämpökestoisten koliformisten bakteerien määritys tehtiin NMKL125 –menetelmäohjeen 
mukaan. Määritys tehtiin menetelmäohjeesta poiketen pintaviljelynä vain Violet Red Bile -
agarille (V.R.B., LabM). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkai-
selle V.R.B. -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. 
Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 44 
o
C:ssa 24 h. Osa näytteistä inkuboitiin menetelmäoh-
jeesta poiketen lämpötiloissa 37
 o
C tai 42
 o
C 24 h.  
 
 
6.2.5 Salmonellat 
 
Esirikastus ja rikastus 
 
Salmonellojen määritys tehtiin NMKL71 –menetelmäohjeen mukaan. Näytettä punnittiin esi-
rikastusta varten 25 g steriiliin mittapulloon ja lisättiin 225 ml puskuroitua peptonivettä 
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(Oxoid). Esirikastetta inkuboitiin lämpökaapissa 37 
o
C 18 h. Menetelmäohjeesta poiketen 
kuuden näytteen näytemäärä oli 10 g.  
 
Esirikastuslientä pipetoitiin 0,1 ml 10 ml:aan esilämmitettyä (42 
o
C) Rappaport-Vasiliadis –
rikastuslientä (RV, LabM). Rikastusnäytteitä inkuboitiin lämpökaapissa 42 
o
C 24 h. 
 
GLISA Singlepath
®
 Salmonella -pikatesti 
 
GLISA Singlepath
®
 Salmonella –pikatestillä (Merck) tutkittiin kvalitatiivisesti salmonellan 
esiintyminen näytteissä. Pikatesti tehtiin yhdeksästä näytteestä. Työohjeesta poiketen neljän 
näytteen näytemäärä oli 10 g. 
 
RV-lientä pipetoitiin 2 ml steriileihin 15 ml:n sentrifugiputkiin. Putkia keitettiin kattilassa 
vesihauteessa 15 min, minkä jälkeen putket jäähdytettiin huoneenlämpöiseksi. Näyteputkista 
pipetoitiin kunkin Singlepath
®
 Salmonella -pikatestiliuskan membraanille 160 µl RV-lientä. 
Testin tulos luettiin 20 min kuluttua. Kuvassa 5 on Singlepath
®
 Salmonella –pikatestiliuskoja.  
 
 
 
KUVA 5. GLISA Singlepath
®
 Salmonella –pikatestiliuskat  
(Kuva: Satu Luoma). 
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Maljaviljely 
 
Salmonellan maljaviljely tehtiin siirrostamalla RV-lientä 10 µl:n steriilillä silmukalla Harle-
quin Salmonella (LabM), X.L.D. (LabM) ja Önöz (Oxoid) –maljoille. Maljojen pinta-alat 
puolitettiin ja yhdelle maljalle viljeltiin aina kaksi eri näytettä. Maljoja inkuboitiin lämpökaa-
pissa 37 
o
C 24 h. 
 
 
6.2.6 Koagulaasipositiiviset stafylokokit (Staphylococcus aureus) 
 
Koagulaasipositiivisten stafylokokkien määritys tehtiin NMKL66 –menetelmäohjeen mukaan. 
Tutkimuksessa käytettiin Baird Parker –agaria (Oxoid), johon oli lisätty ennen maljavalua 50 
ml/l munankeltuaistelluriittia (bioTrading). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin 
kahdelle rinnakkaiselle Baird Parker -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle 
pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 37 
o
C:ssa 48 h. Tulokset luettiin 
ensimmäisen kerran 24 h inkubointiajan jälkeen minkä jälkeen inkubointia jatkettiin vielä 24 
h.  
 
 
6.2.7 Sulfiittia pelkistävät klostridit (Clostridium perfringens) 
 
Sulfiittia pelkistävien klostridien määritys tehtiin NMKL95 –menetelmäohjeen mukaan. Tut-
kimuksessa käytettiin Tryptose sulfite cycloserine –agaria (TSC, Merck), johon oli ennen 
maljavalua lisätty 160 µl/l d-sykloseriiniä (Sigma-Aldrich). Sekoittamisen jälkeen laimennok-
sista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle TSC -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin 
maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 37 
o
C:ssa 24 h anaerobises-
ti. Anaerobiset kasvuolosuhteet aikaansaatiin käyttäen anaerobikolvia (Oxoid) ja Anaero-
Gen™ -kehitintä (Oxoid). Anaerobisten olosuhteiden säilyminen inkuboinnin ajan varmistet-
tiin anaerobitestiliuskan (Merck) avulla. 
 
 
6.2.8 Maitohappobakteerit 
 
Maitohappobakteerien määrityksessä käytettiin de Man, Rogosa & Sharpe –agaria (MRS, 
LabM). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle MRS -
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maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboi-
tiin lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 48 h aerobisesti. Yksi näyte inkuboitiin sekä aerobisesti että an-
aerobisesti. Anaerobiset kasvuolosuhteet aikaansaatiin käyttäen anaerobikolvia ja Anaero-
Gen™ -kehitintä. Anaerobisten olosuhteiden säilyminen inkuboinnin ajan varmistettiin anae-
robitestiliuskan avulla. 
 
 
6.2.9 Proteolyyttiset bakteerit 
 
Proteolyyttisten bakteerien määritys tehtiin Harrigan’in (1998) mukaan. Proteolyyttisten bak-
teerien tutkimuksessa käytettiin PC– agaria (LabM), johon oli lisätty 10 % steriloitua 10 % 
Skimmilk’iä (LabM). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle 
maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboi-
tiin lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 2 – 7 vrk.   
 
 
6.2.10 Lipolyyttiset bakteerit 
 
Lipolyyttisten bakteerien määritys tehtiin Harrigan’in (1998) mukaan teoksessa Laboratory 
methods in food mikrobiology esitetyllä menetelmällä. Lipolyyttisten bakteerien tutkimukses-
sa käytettiin PC– agaria (LabM), johon oli lisätty 1 % steriloitua Tween40:tä (palmitiinihapon 
esteri, Fluka Chemie). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaisel-
le maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inku-
boitiin lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 2 – 7 vrk.   
 
 
6.2.11 Amylolyyttiset bakteerit 
 
Amylolyyttisten bakteerien määritys tehtiin Harrigan’in (1998) mukaan. Amylolyyttisten bak-
teerien tutkimuksessa käytettiin Nutrient– agaria (Difco), johon oli lisätty 1 % tärkkelystä 
(Merck). Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin kahdelle rinnakkaiselle maljalle 0,1 
ml näyteliuosta. Liuos levitettiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpö-
kaapissa 30 
o
C:ssa 2 – 7 vrk.  Amylolyyttisten bakteerien testaus tehtiin gramvärjäyksessä 
käytettävällä jodiliuoksella (Reagena). 
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6.2.12 Puhdasviljelmät, gramvärjäys ja katalaasikoe 
 
Mikrobiologisissa määrityksissä epäillyistä maitohappobakteereista tehtiin puhdasviljelmät, 
yhteensä 26 pesäkkeestä MRS –agarille ja 13 pesäkkeestä PC –agarille. Maljat inkuboitiin 
lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 24 h anaerobisesti. Anaerobiset kasvuolosuhteet aikaansaatiin käyt-
täen anaerobikolvia ja AnaeroGen™ -kehitintä. Anaerobisten olosuhteiden säilyminen inku-
boinnin ajan varmistettiin anaerobitestiliuskan avulla. 
 
Puhdasviljelmien pesäkkeille tehtiin gramvärjäykset ja katalaasikokeet. Pesäkkeistä tutkittiin 
gramvärjäyksellä 14 isolaattia. Mikrobikasvustoa otettiin maljalta 1 µl:n silmukalla objektila-
silla olevaan vesipisaraan. Objektilasien annettiin kuivua, jonka jälkeen solut kiinnitettiin lie-
killä objektilasille. Gramvärjäys aloitettiin värjäämällä solut kristallivioletilla (60 s, Reagena). 
Objektilasi huuhdeltiin hanavedellä ja käsiteltiin jodiliuoksella (60 s, Reagena). Ylimääräinen 
jodiliuos huuhdeltiin pois hanavedellä ja objektilasi huuhdottiin asetonispriillä, niin että vio-
lettia väriä ei enää lähtenyt. Tämän jälkeen objektilasi huuhdeltiin jälleen hanavedessä ja käsi-
teltiin safraniinilla (30 s, Reagena). Lasi huuhdeltiin hanavedessä ja kuivattiin imupaperilla. 
Solujen värjäytyminen tutkittiin mikroskoopilla (Olympus CX40). Grampositiiviset solut vär-
jäytyvät violeteiksi ja gramnegatiiviset solut vaaleanpunaisiksi. 
 
Puhdasviljelmistä tutkittiin maitohappobakteeri-isolaattien entsyymiaktiivisuutta katalaasiko-
keella Harrigan’in (1998) mukaan. Katalaasikoe tehtiin kuudelle puhdasviljelmälle. Mikrobi-
kasvustoa otettiin maljalta 1 µl:n silmukalla ja sekoitettiin puhtaalla petrimaljalla olevaan 
pisaraan 3 %:sta vetyperoksidia. Katalaasipositiiviset mikrobit muodostavat happea ja liuos 
kuplii. Katalaasinegatiiviset mikrobit eivät muodosta kuplia. Suurin osa maitohappobaktee-
reista on katalaasinegatiivisia (Harrigan, 1998). 
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6.3 Kinoan siementen ja kinoajauhon kemialliset määritykset 
 
Kemialliset määritykset tehtiin AOAC:n menetelmäohjeiden (AOAC International, 1998) 
mukaan.  
 
 
6.3.1 Tuhka 
 
Tuhkapitoisuus määritettiin kuivapolttamalla näytteet muhveliuunimenetelmällä. Näytteiden 
tuhkastuksen lämpötila muhveliuunilla (Nabertherm L5/R) oli 600 
o
C ja polttoaika 4 h. Näyt-
teistä tehtiin kaksi rinnakkaista määritystä. Näytteet punnittiin kuivattuihin ja taarattuihin ke-
raamisiin upokkaisiin (vaaka: Sartorius BP221S). Siementen rakenne rikottiin hiertimellä ke-
raamisessa huhmareessa ennen punnitsemista. Tuhkastuksen jälkeen upokkaat jäähdytettiin 
eksikaattorissa ja jäännös punnittiin. 
 
Näytteen tuhkapitoisuus laskettiin kaavalla:  
(a – d) / (b – d) x100,  
jossa a = upokkaan ja tuhkan yhteismassa (g), b = upokkaan ja näytteen yhteismassa (g) ja d = 
tyhjän upokkaan massa (g). Rinnakkaisnäytteiden tuloksista laskettiin keskiarvo ja tulos il-
moitettiin 0,1 %:n tarkkuudella tuorepainosta. 
 
 
6.3.2 Kosteus 
 
Kosteuspitoisuus määritettiin kuivaamalla näytteet lämpökaappimenetelmällä 105 
o
C lämpöti-
lassa. Siementen rakenne rikottiin hiertimellä keraamisessa huhmareessa ennen näytteen pun-
nitsemista kuivattuihin ja taarattuihin lasisiin petrimaljoihin.  Näytteistä tehtiin kaksi rinnak-
kaista määritystä. Näytteitä kuivattiin 6 h lämpökaapissa (Memmert Edelstahl). 
 
Näytteen kosteuspitoisuus laskettiin kaavalla:  
[(a – b) / a] x 100,  
jossa a = näytteen massa ennen kuivausta (g) ja b = näytteen massa kuivauksen jälkeen. Rin-
nakkaisnäytteiden tuloksista laskettiin keskiarvo ja tulos ilmoitettiin 1 %:n tarkkuudella tuo-
repainosta. 
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6.3.3 Raakaproteiini 
 
Raakaproteiinin määrä tutkittiin mittaamalla näytteiden typpipitoisuus Kjeldahlin menetelmäl-
lä. Menetelmässä näyte märkäpoltetaan rikkihapolla katalyytin läsnä ollessa. Orgaanisten typ-
piyhdisteiden typpi sitoutuu ammoniumsulfaatiksi. Tämän jälkeen polttoliuos neutraloidaan 
emäksellä ja ammoniumsulfaatista vapautuva ammoniakki tislataan boorihappoliuokseen. 
Boorihappo-ammoniakki-liuos titrataan suolahapolla ja tulos lasketaan hapon kulutuksen pe-
rusteella raakaproteiiniksi käyttäen proteiinikerrointa. (Mattila ym, 2001.) 
 
Märkäpoltto tehtiin lisäämällä polttoputkiin 15 ml väkevää rikkihappoa (n. 95 – 97 % H2SO4; 
J. T. Baker), 1 katalyyttitabletti (1,5 g K2SO4, 7,5 mg Se; Kjeltabs, FOSS) ja punnittu näyte 
LD-PE-kelmussa. Näytteistä tehtiin kaksi rinnakkaista näytettä ja nollanäyte (5 ml tislattua 
vettä). Nollanäytteeseen lisättiin myös 15 ml väkevää rikkihappoa ja 1 katalyyttitabletti. Mär-
käpoltossa käytettiin lämpöblokkia (Tecator Digestion system 6 1007 Digester) ja lämpötilaa 
400 
o
C. Märkäpolttoaika oli 2,5 h. 
 
Märkäpolttonäytteet neutraloitiin ja tislattiin tislauslaitteistolla (Tecator Kjeltec system 1026 
distilling unit). Polttoputkeen lisättiin 75 ml tislattua vettä ja se siirrettiin tislauslaitteeseen. 
Vastaanottopulloon pipetoitiin 25 ml 4 % boorihappoa (J.T. Baker), johon oli lisätty indikaat-
toriliuosta (bromkresolivihreä-metyylipunaindikaattori). Tislaus tehtiin laitesäädöillä: Alkali 
2, Delay 02 ja Steam 36.  Määrityksessä käytettiin 40 % natriumhydroksidiliuosta. 
 
Tislatut näytteet titrattiin suolahapolla käyttäen titrauslaitetta (Metrohm 645 multidosimat). 
Titrauksessa käytettiin 0,02 N ja 0,05 N HCl-liuosta, mikä huomioitiin kunkin näytteen lasku-
toimituksissa.  
 
Typen määrä näytteessä laskettiin kaavalla:  
m = M x c x V,  
jossa m = typen määrä (mg), M = typen atomimassa (14 mg/mmol), c = HCl konsentraatio 
(0,02 mmol/ml tai 0,05 mmol/ml) ja V = HCl:n kulutus – nollanäytteen kulutus. Rinnakkais-
näytteiden tulokset kerrottiin proteiinikertoimella 6,25 (MMMa, 2009) ja näytteen raakapro-
teiinipitoisuus ilmoitettiin rinnakkaisnäytteiden keskiarvona %:na.  
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6.3.4 Raakarasva 
 
Raakarasva määritettiin näytteistä suoralla liuotinuutolla käyttäen Soxhlet –menetelmää. Me-
netelmässä kuivattu näyte punnitaan uuttohylsyyn, joka asetetaan Soxhlet-uuttolaitteistoon. 
Uuttokolviin lisätään uuttoliuotin ja kiehumakivet. Uuton aikana uuttokolvia lämmitetään, 
jolloin liuotin höyrystyy ja jäähtyy pystyjäähdyttäjässä, josta se tippuu näytehylsyyn. Liuotin 
tyhjenee uuttokolviin uuttosylinterin lapon täytyttyä. Kolvi kuivataan kuumentamalla lämpö-
kaapissa, jäähdytetään eksikaattorissa ja punnitaan. (Mattila ym, 2001.) 
 
Raakarasva määritettiin kuivatuista näytteistä. Siementen rakennetta rikottiin lisää hiertämällä 
keraamisella huhmareella. Näyte kaadettiin uuttohylsyyn ja huhmare pyyhittiin vanulla, joka 
laitettiin hylsyn päälle. Hylsy asennettiin Soxhlet –uuttosylinteriin. Uuttokemikaalina käytet-
tiin petrolieetteriä (40 – 60 oC, VWR International). Näytteitä uutettiin 4 h. Uuttokolvien 
kuumennuksessa käytettiin lämpöpesiä (Electrothermal elektromantles EM 0500/CE). 
 
Rasvamäärän vähyyden vuoksi näytteet haihdutettiin menetelmäohjeesta poiketen loppuun 
vaporaattorilaitteistolla (Heidolph laborota 4000 efficient). Uuttokolvit huuhdeltiin pienellä 
määrällä petrolieetteriä ja rasvanäyte pipetoitiin pieniin taarattuihin näytepulloihin, joista liuo-
tin haihdutettiin pois typpikaasulla. Lopuksi näytepullot kuivattiin lämpökaapissa kuumenta-
malla 105 
o
C 1 h. Näytepullot jäähdytettiin eksikaattorissa ja punnittiin.  
 
Tulos laskettiin kaavalla:  
rasvan paino (g) / näytteen tuorepaino (g) x 100  
Tulos ilmoitettiin massa-%:na tuorepainosta. 
 
 
6.3.5 Hiilihydraatit 
 
Hiilihydraattien kokonaismäärä määritettiin näytteistä laskennallisesti. Tulokset laskettiin 
kaavalla:  
hiilihydraatit% = 100 – raakaproteiini (%) – raakarasva (%) – kosteus (%) – tuhka (%). 
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6.4 Kinoajauhon fermentaatiokoe 
 
6.4.1 Fermentaatioprosessi 
 
Fermentaatiokoe tehtiin kahdesta kinoajauhonäytteestä. Jauhoista valmistettiin kaksi seosta 
lisäämällä näytepusseihin (Nasco) 100 ml hanavettä ja 20 g jauhoja. Näytteiden annettiin fer-
mentoitua spontaanisti huoneenlämmössä. Näytteet uudistettiin (back-slopping) aina 24 h 
välein poistamalla jauho-vesiseoksesta 75 % ja lisäämällä seosjuureen (25 %) saman verran 
kinoajauhoa ja hanavettä. Näytteitä fermentoitiin 4 vrk ja maljaviljelyt tehtiin 2 vrk:n fermen-
toinnista lähtien päivittäin. Näytteistä määritettiin maitohappobakteerit pintaviljelynä. Näyt-
teistä mitattiin happamuus pH-mittarilla (Schott pH-meter) aina ennen näytteenottoa ja seos-
ten uudistamista. Toisen näytteen haju oli muuttunut 4 vrk:na ja fermentointi päätettiin tämän 
näytteen osalta lopettaa eikä näytteestä tehty maljaviljelyä tai pH -mittausta. 
 
 
6.4.2 Maitohappobakteerien määritys 
 
Maitohappobakteerien määrityksessä käytettiin de Man, Rogosa & Sharpe –agaria (MRS). 
Fermentoiduista kinoajauho-vesiseoksista tehtiin laimennossarjat lasisiin koeputkiin pipetoi-
malla 1 ml näytettä 9 ml:aan peptonisuolavettä. Laimennossarja tehtiin -2:sta -7:ään saakka. 
Pipetoinnit tehtiin aseptisesti laminaarissa. Sekoittamisen jälkeen laimennoksista pipetoitiin   
-4:stä -7:ään saakka kahdelle rinnakkaiselle MRS -maljalle 0,1 ml näyteliuosta. Liuos levitet-
tiin maljalle pintaviljelynä lanalla. Maljoja inkuboitiin lämpökaapissa 30 
o
C:ssa 48 h aerobi-
sesti. Maitohappobakteerien kokonaismäärät laskettiin inkuboinnin jälkeen maljoilta painotet-
tuna keskiarvona. 
 
Maljoilta valittiin yhteensä 44 pesäkettä puhdasviljelmille. Kukin pesäke siirrostettiin steriilil-
lä 1 µl:n silmukalla MRS –agarille. Maljoja inkuboitiin 30 oC:ssa 48 h anaerobisesti. Anaero-
biset kasvuolosuhteet aikaansaatiin käyttäen anaerobikolvia ja AnaeroGen™ -kehitintä. Anae-
robisten olosuhteiden säilyminen inkuboinnin ajan varmistettiin anaerobitestiliuskan avulla. 
 
Isolaateille tehtiin gramvärjäykset ja katalaasikokeet kohdassa 6.2.12 esitetyllä tavalla. Gram-
värjäykset tehtiin kaikista 44 puhdasviljelmästä ja katalaasikoe 10 puhdasviljelmästä. Jatko-
tutkimuksia varten valittiin 10 isolaattia, joista tehtiin kasvatukset MRS –liemeen (LabM). 
Liemikasvatuksia inkuboitiin 30 
o
C 48 h. Inkuboinnin jälkeen liemikasvatuksista otettiin osa 
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säilytettäväksi syväjäähän (-80 
o
C). Steriileihin 1,5 ml:n sentrifugiputkiin pipetoitiin 200 µl 
steriiliä glyserolia ja 800 µl bakteerisuspensiota ja pakastettiin. 
 
 
6.4.3 Maitohappobakteerien ryhmittely RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) -
tyypitysmenetelmällä  
 
6.4.3.1 DNA:n eristys ja puhtauden tarkastus 
 
DNA:n eristykseen valittiin yhdeksän maitohappobakteeria fermentoidusta kinoajauho-
vesiseoksesta ja kaksi fermentoimattomasta kinoajauhosta. Bakteerien DNA eristettiin Nu-
cleoSpin
®
 Tissue (Macherey-Nagel) –kitillä työohjeen mukaan. Kutakin liemikasvatusta pipe-
toitiin 1 ml pieniin sentrifugiputkiin ja sentrifugoitiin (5 min, 8000 rpm). Poistettiin superna-
tantti ja lisättiin 180 µl lyysipuskuriliuosta (20 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 1 % Triton-X; pH 
8,0) ja 20 µl lysotsyymiä. Inkuboitiin 1 h (37 
o
C, 350 rpm) välillä koeputkisekoittajalla sekoit-
taen ja lisättiin 25 µl Proteinaasi K –liuosta, jonka jälkeen näytteitä inkuboitiin 1,5 h (56 oC, 
350 rpm) välillä sekoittaen. Näytteet sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja lisättiin 200 µl B3 –
puskuriliuosta, sekoitettiin hyvin ja inkuboitiin 10 min (70 
o
C, 400 rpm). Näytteisiin lisättiin 
210 µl etanolia (99 %) ja sekoitettiin. Näytteet pipetoitiin kitin kolonniputkiin, joihin oli lisät-
ty keräysputket. Näytteet setrifugoitiin (1 min, 11 000 rpm) ja tyhjennettiin keräysputket. Ko-
lonniputkien membraani pestiin lisäämällä 500 µl BW –puskuriliuosta ja sentrifugoimalla (1 
min, 11 000 rpm). Kolonniputkiin lisättiin 600 µl B5 –puskuriliuosta ja sentrifugoitiin uudel-
leen (1 min, 11 000 rpm). Membraanit kuivattiin sentrifugoimalla (1 min, 11 000 rpm). DNA 
eluoitiin membraanilta lisäämällä 100 µl esilämmitettyä (70 
o
C) BE –puskuriliuosta. Keräys-
putki vaihdettiin tätä ennen pieneen sentrifugiputkeen. Näytteitä inkuboitiin 1 min hl:ssä ja 
sentrifugoitiin (1 min, 11 000 rpm). 
 
Eristetyn DNA:n puhtaus ja pitoisuus (ng/µl) tarkastettiin Nanodrop (Nanodrop spectropho-
tometer ND-1000, Thermo Scientific) –laitteella ja NanodropND1000 (Nanodrop Technolo-
gies) –tietokoneohjelmalla.   
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6.4.3.2 DNA:n monistaminen PCR (Polymerase chain reaction)-menetelmällä 
 
DNA:n pitoisuus laimennettiin PCR –analyysiä varten nukleaasivapaaseen veteen niin, että 
sen loppupitoisuus oli 50 ng/µl. RAPD-tyypitys tehtiin käyttäen kolmea eri aluketta. Taulu-
kossa 12 on esitetty alukkeiden sekvenssit ja niiden referenssi. 
 
Taulukko 12. RAPD-PCR –tyypitysmenetelmässä käytetyt alukkeet ja niiden sekvenssit. 
Aluke Sekvenssi Referenssi 
P16 5’-TCG CCA GCC A-3’ Samaržija ym., 2002 
P2 5’-GAT CGG ACG G-3’ Samaržija ym., 2002 
P17 5’-CAG ACA AGC C-3’ Samaržija ym., 2002 
 
PCR-analyysiä varten valmistettiin kolme reaktioseosta: 
 
Reaktioseos 1 (P16, V=25 µl)  
15,25 µl Nukleaasivapaa vesi (H2O)  
5 µl  5x puskuri (Go3 Taq Flexi 5x, Promega) 
3 µl MgCl2 (25 mM MgCl2, Promega) 
0,5 µl dNTP (10 mM dNTP mix, Thermo Scientific) 
0,5 µl P16-aluke (10 pmol/µl, Oligomer) 
0,25 µl Polymeraasi (Go Taq polymer 5 U/ µl, Promega) 
0,5 µl templaatti-DNA (näyte, 50 ng/ µl) 
 
Reaktioseos 2 (P2, V=25 µl)  
15,25 µl Nukleaasivapaa vesi (H2O)  
5 µl  5x puskuri (Go3 Taq Flexi 5x, Promega) 
3 µl MgCl2 (25 mM MgCl2, Promega) 
0,5 µl dNTP (10 mM dNTP mix, Thermo Scientific) 
0,5 µl P2-aluke (10 pmol/µl, Oligomer) 
0,25 µl Polymeraasi (Go Taq polymer 5 U/ µl, Promega) 
0,5 µl templaatti-DNA (näyte, 50 ng/ µl) 
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Reaktioseos 3 (P17, V=25 µl)  
15,25 µl Nukleaasivapaa vesi (H2O)  
5 µl  5x puskuri (Go3 Taq Flexi 5x, Promega) 
3 µl MgCl2 (25 mM MgCl2, Promega) 
0,5 µl dNTP (10 mM dNTP mix, Thermo Scientific) 
0,5 µl P17-aluke (10 pmol/µl, Oligomer) 
0,25 µl Polymeraasi (Go Taq polymer 5 U/ µl, Promega) 
0,5 µl templaatti-DNA (näyte, 50 ng/µl) 
 
Reaktioseokset sekoitettiin huolellisesti. PCR-putkiin pipetoitiin 24,5 µl reaktioseosta ja 0,5 
µl templaattiDNA:ta. Nollanäytteisiin lisättiin templaatin sijaan nukleaasivapaata vettä. PCR 
suoritettiin Thermocycler T3000 (Biometra) –laitteella. PCR-ohjelmassa käytettiin seuraavia 
parametreja: 
 
PCR-ohjelma (alukkeille P2, P16 ja P17) 
95 
o
C 5 min alkudenaturaatio 
94
 o
C 30 s denaturaatio 
32
 o
C 2 min sitoutuminen  x 30 
72
 o
C 2 min pidennys 
72 
o
C 5 min loppupidennys 
4
 o
C ∞ säilytys 
 
 
6.4.3.3 Agaroosigeelielektroforeesi 
 
PCR-monistustuotteet eroteltiin agaroosigeelielektroforeesilla. Tutkimusta varten valmistet-
tiin agaroosigeeli (1,2 %, 1xTAE), johon lisättiin väriaineeksi 10 µl SybR Safe DNA gel stain 
(Invitrogen) –väriainetta. Molekyylipainomarkkereina käytettiin GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(Fermentas) ja GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas). Geelin kaivoihin pipetoitiin mo-
lekyylipainomarkkerit (6 µl/kaivo; 4 µl nukleaasivapaa H2O, 1 µl GeneRuler 1 kb DNA Lad-
der tai GeneRuler 100 bp DNA Ladder, 1 µl 6x Loading dye (Fermentas)), näytteet ja kontrol-
lit (12 µl/kaivo; 5 µl nukleaasivapaa vesi, 5 µl PCR-tuote tai nukleaasivapaa vesi, 2 µl 6x 
Loading dye). Ajo-olosuhteet olivat 100 V/300 mA, 65 min (Gibco BRL Horizon 11-14 gel 
electrophoresis system+PS 304 electrophoresis power supply, Life Technologies). Geeli ku-
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vattiin UV-valolla geelikuvauslaitteella (MultiDoc-It UV Transilluminator, UVP) käyttäen 
Doc-ItLS Image Analysis (UVP) -tietokoneohjelmaa. 
 
RAPD-PCR tuloksista tehtiin dendrogrammi GelCompar II (Applied Maths) –
tietokoneohjelmalla. 
 
 
6.4.4 Maitohappobakteerien tunnistaminen 
 
DNA:n eristys PCR-tuotteesta 
 
DNA eristettiin kahdeksasta valitusta PCR-tuotteesta (P16). DNA eristettiin NucleoSpin
®
 
Extract II (Macherey-Nagel) –kitillä työohjeen mukaan. PCR-tuotteeseen (40 µl) lisättiin 80 
µl NT -puskuriliuostaa. Tuotteet siirrettiin kitin kolonneihin, joissa oli keräysputket ja sentri-
fugoitiin (1 min 11 000 rpm). Membraanit pestiin lisäämällä kolonniin 600 µl NT3 –
puskuriliuosta ja sentrifugoimalla (1 min 11 000 rpm). Membraanit kuivattiin sentrifugoimal-
la (2 min 11 000 rpm). Kolonnit siirrettiin puhtaisiin 1,5 ml sentrifugiputkiin ja lisättiin työoh-
jeesta poiketen 25 µl esilämmitettyä (70 
o
C) nukleeasivapaata vettä. Näytteet inkuboitiin 1 
min hl:ssä ja sentrifugoitiin (1 min 11 000 rpm). DNA:n puhtaus ja pitoisuus tarkastettiin Na-
nodrop -laitteella ja NanodropND1000 –tietokoneohjelmalla.  
 
DNA:n sekvensointi 
 
DNA:n sekvensointia varten PCR-tuotteesta eristetyt näytteet laimennettiin pitoisuuteen 20 
ng/µl. Pieneen sentrifugiputkeen lisättiin 10 µl näytettä (20 ng/µl), 2 µl 685r aluketta ja 2 µl 
nukleaasivapaata vettä. Näytteet lähetettiin sekvensoitavaksi ostopalveluna Saksaan.  
 
Tuloksena saadut 16S rDNA sekvenssit analysoitiin vertaamalla niitä GeneBank DNA –
tietokantaan BLAST-ohjelmalla (Standard Nucleotide BLAST, NCBI). Ohjelma ilmoittaa 
fragmentin vastaavuuden %:na verrattuna tietokannan fragmentteihin. Maitohappobakteerila-
jien tunnistamisen kriteerinä käytettiin >98 %:n vastaavuutta. 
 
Tiedot tunnistetuista maitohappobakteerilajeista liitettiin RAPD-PCR tuloksista tehtyyn dend-
rogrammiin. 
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6.5 Tulosten käsittely 
 
Mikrobiologisten määritysten pesäkeluvut laskettiin maljoilta ja tulokset ilmoitettiin painotet-
tuina keskiarvoina. Maljoilta huomioitiin menetelmäohjeen mukaiset tyypilliset pesäkkeet tai 
pesäkkeiden kokonaismäärä. 
 
Ravintosisällön määritysten laskutoimitukset tehtiin menetelmäohjeiden mukaisesti. Tuloksis-
ta ilmoitettiin keskiarvo ja tulosten vaihteluväli. 
 
Tulosten tilastollinen käsittely tehtiin käyttäen Excel 2007 (Microsoft Office) –ohjelmaa. 
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7. TULOKSET 
 
7.1 Mikrobiologinen laatu 
 
Mikrobiologisen laadun selvittämiseksi kinoan siemenistä ja kinoajauhosta määritettiin aero-
bisten mikrobien lukumäärä, hiivat ja homeet, koliformiset bakteerit, lämpökestoiset kolifor-
miset bakteerit (Escherichia coli), salmonellat, koagulaasipositiiviset stafylokokit       
(Staphylococcus aureus), sulfiittia pelkistävät klostridit (Clostridium perfringens), maitohap-
pobakteerit, lipolyyttiset bakteerit, proteolyyttiset bakteerit ja amylolyyttiset bakteerit malja-
viljelynä.  
 
Kinoan siemenissä todettiin aerobisten mikrobien, koliformisten bakteerien, hiivojen ja ho-
meiden, maitohappobakteerien sekä lipolyyttisten, proteolyyttisten ja amylolyyttisten baktee-
rien kasvua. Kinoan siemenissä tai kinoajauhoissa ei todettu lämpökestoisia koliformisia bak-
teereja, koagulaasipositiivisia stafylokokkeja eikä sulfiittia pelkistäviä klostrideja. Kinoan 
siemenissä tai kinoajauhoissa ei todettu myöskään salmonellaa 10 g:ssa eikä 25 g:ssa.  
 
Taulukoissa 13a – 13c on esitetty mikrobiologisten määritysten tulokset. Menetelmäohjeesta 
poikkeavien inkubointilämpötilojen takia lämpökestoisten koliformisten bakteerien määrityk-
sessä huomioitiin vain kuuden näytteen tulokset. Maitohappobakteerien lukumäärään lasket-
tiin kaikki maljoilla esiintyneet pesäkkeet. Proteolyyttisten, lipolyyttisten ja amylolyyttisten 
bakteerien inkubointiaika oli 7 vrk. 
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Taulukko 13a. Mikrobiologisten määritysten tulokset kinoan siemenistä. 
 Argentiina Bolivia Peru 
pmy/g keltainen siemen valkoinen siemen musta siemen 
aerobisten mikrobien 
lukumäärä 
1,5 x 10
3 
<100 <100 
hiivat ja homeet <100 <100 <100 
koliformiset bakteerit 1,8 x 10
3 
<100 <100 
lämpökestoiset kolifor-
miset bakteerit 
em. em. em. 
salmonella ei tod. 10 g:ssa ei tod. 10 g:ssa ei tod. 10 g:ssa 
koagulaasipositiiviset 
stafylokokit 
<100 <100 <100 
sulfiittia pelkistävät 
klostridit 
<100 <100 <100 
maitohappobakteerit 1,5 x 10
3 
<100 <100 
proteolyyttiset bakteerit <100
 
<100 <100 
lipolyyttiset bakteerit  2,2 x 10
3 
<100 <100 
amylolyyttiset bakteerit <100 <100 <100 
  
 Peru Peru Peru 
pmy/g ruskea siemen punainen siemen A punainen siemen B 
aerobisten mikrobien 
lukumäärä 
1,2 x 10
4 
<100
 
2,4 x 10
3 
hiivat ja homeet <100 <100 <100 
koliformiset bakteerit 9,0 x 10
2
 <100 <100 
lämpökestoiset kolifor-
miset bakteerit 
em. <100 <100 
salmonella ei tod. 25 g:ssa ei tod. 25 g:ssa ei tod. 25 g:ssa 
koagulaasipositiiviset 
stafylokokit 
<100 <100 <100 
sulfiittia pelkistävät 
klostridit 
<100 <100 <100 
maitohappobakteerit 1,3 x 10
4 
<100 1,5 x 103 
proteolyyttiset bakteerit 2,0 x 10
3 
<100 <100 
lipolyyttiset bakteerit  5,4 x 10
3 
<100 <100 
amylolyyttiset bakteerit <100
 
<100 <100 
ei tod. = ei todettu kasvua 
em. = ei määritetty/poikkeava inkubointilämpötila 
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Taulukko 13b. Mikrobiologisten määritysten tulokset kinoan siemenistä. 
 Peru Peru Peru 
pmy/g keltainen siemen A keltainen siemen B valkoinen siemen A 
aerobisten mikrobien 
lukumäärä 
<100 <100 <100 
hiivat ja homeet <100 <100 <100 
koliformiset bakteerit <100 <100 <100 
lämpökestoiset kolifor-
miset bakteerit 
<100 <100 <100 
salmonella ei tod. 25 g:ssa ei tod. 25 g:ssa ei tod. 25 g:ssa 
koagulaasipositiiviset 
stafylokokit 
<100 <100 <100 
sulfiittia pelkistävät 
klostridit 
<100 <100 <100 
maitohappobakteerit <100 <100 <100 
proteolyyttiset bakteerit <100 <100 <100 
lipolyyttiset bakteerit  <100 <100 <100 
amylolyyttiset bakteerit <100 <100 <100 
   
 Peru Suomi Suomi 
pmy/g valkoinen siemen B ruskea siemen A ruskea siemen B 
aerobisten mikrobien 
lukumäärä 
<100 4,0 x 103 8,8 x 103 
hiivat ja homeet <100 <100 <100 
koliformiset bakteerit <100 <100 <100 
lämpökestoiset kolifor-
miset bakteerit 
<100 em. em. 
salmonella ei tod. 25 g:ssa ei tod. 10 g:ssa ei tod. 10 g:ssa 
koagulaasipositiiviset 
stafylokokit 
<100 <100 <100 
sulfiittia pelkistävät 
klostridit 
<100 <100 <100 
maitohappobakteerit <100 <100 3,5 x 103 
proteolyyttiset bakteerit <100 1,2 x 103 3,8 x 103 
lipolyyttiset bakteerit  <100 <100 <100 
amylolyyttiset bakteerit <100 <100 1,2 x 103 
ei tod. = ei todettu kasvua 
em. = ei määritetty/poikkeava inkubointilämpötila 
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Taulukko 13c. Mikrobiologisten määritysten tulokset kinoajauhosta. 
 Bolivia Bolivia 
pmy/g kinoajauho A kinoajauho B 
aerobisten mikrobien lukumäärä <100
 
9,5 x 10
3 
hiivat ja homeet <100 <100 
koliformiset bakteerit <100 <100 
lämpökestoiset koliformiset bakteerit em. em. 
salmonella ei tod. 10 g:ssa ei tod. 25 g:ssa 
koagulaasipositiiviset stafylokokit <100 <100 
sulfiittia pelkistävät klostridit <100 <100 
maitohappobakteerit 9,5 x 10
2 
1,2 x 10
4 
proteolyyttiset bakteerit <100 1,0 x 103 
lipolyyttiset bakteerit  <100 2,4 x 10
3 
amylolyyttiset bakteerit <100 <100
 
ei tod. = ei todettu kasvua 
em. = ei määritetty/poikkeava inkubointilämpötila 
 
 
7.2 Ravintosisältö 
 
Kinoan siementen ja kinoajauhon ravintosisältöä tutkittiin määrittämällä näytteistä raakapro-
teiini, raakarasva, tuhka, kosteus ja hiilihydraattipitoisuus. Raakarasvan määrityksessä käytet-
tiin uuttokemikaalina petrolieetteriä (kiehumislämpötila 40 – 60 oC). Taulukossa 14 on esitet-
ty kinoan siementen ja kinoajauhon ravintosisältö jaoteltuna alkuperämaan mukaan. Kaikkien 
tutkittujen näytteiden keskiarvona (± tulosten vaihteluväli) oli raakaproteiinipitoisuus 
12,4±2,0 %, hiilihydraattipitoisuus 71,3±4,8 %, raakarasvapitoisuus 2,9±2,9 %, tuhkapitoi-
suus 2,6±1,4 % ja kosteus 10,8±3,9 % tuorepainosta. Kahden kinoajauhonäytteen keskiarvot 
on esitetty taulukossa 14. 
 
Taulukko 14. Kinoan siementen ja kinoajauhon ravintosisältö. 
% tuorepainosta Raakaproteiini Raakarasva Tuhka Kosteus Hiilihydraatit 
Kinoan siemenet      
Bolivia (n=1) 13,1 2,7 1,9 9,4 72,9 
Suomi (n=2)* 12,8±0,1 3,2±0,2 3,1±0,4 9,1±1,1 71,9±0,8 
Peru (n=8)* 12,3±2,0 2,8±2,9 2,6±0,6 11,4±1,7 70,9±4,4 
Kinoajauho      
Bolivia(n=2)* 11,5±1,9 6,1±0,4 2,1±0,4 9,4±0,7 70,9±3,5 
*tulosten keskiarvo ± tulosten vaihteluväli 
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7.3 Maitohappobakteerien maljaviljely ja ryhmittely RAPD-PCR –tyypitysmenetelmällä 
 
Maitohappobakteerien esiintymistä fermentoidussa kinoajauho-vesiseoksessa tutkittiin malja-
viljelyn ja RAPD-PCR –tyypitysmenetelmän avulla. Maitohappobakteerien maljaviljelyn tu-
lokset on esitetty taulukossa 15. Fermentoiduissa kinoajauho-vesiseoksissa esiintyi 7,3 – 10,6 
x 10
9
 pmy/ml maitohappobakteereita. Kinoajauho B:n jauho-vesiseoksessa todettiin myös 
hiivaa 3 vrk kasvatuksen jälkeen tehdyssä maljaviljelyssä. Kuvassa 5 on esitetty pH:n muu-
tokset kinoajauho-vesiseoksen fermentaation aikana. pH laski selkeästi vasta toisena vuoro-
kautena fermentoinnin aloittamisesta. 
 
Taulukko 15. Maitohappobakteerien kokonaismäärät fermentoiduissa kinoajauho-
vesiseoksissa. 
Fermentoitu kinoa-
jauho-vesiseos /  
kinoajauho 
Fermentaatio-
aika 
Maitohappobakteerien 
kokonaismäärä 
Tunnistukseen ja 
puhdasviljelyyn 
otetut isolaatit 
Kinoajauho A 2 vrk 8,55 x 10
9
 pmy/ml 10 isolaattia 
Kinoajauho B 2 vrk 8,05 x 10
9
 pmy/ml 10 isolaattia 
Kinoajauho A 3 vrk 7,30 x 10
9
 pmy/ml 8 isolaattia 
Kinoajauho B 3 vrk 10,55 x 10
9
 pmy/ml 8 isolaattia 
Kinoajauho A 4 vrk 10,10 x 10
9
 pmy/ml 8 isolaattia 
 
 
 
Kuva 5. pH:n muutos kinoajauho-vesiseoksen fermentaation aikana. 
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RAPD-PCR-analyysiin valittiin yhdeksän maitohappobakteeri-isolaattia fermentoiduista ki-
noajauho-vesiseoksista ja kaksi maitohappobakteeri-isolaattia fermentoimattomasta kinoajau-
hosta. Kuvassa 6a on näkyvissä alukkeella P16 monistetut RAPD-PCR-tuotteet. Kaivoissa 1, 
8 ja 16 on molekyylipainomarkkerit. Näytteet ovat kaivoissa 2 - 7 ja 10 – 14. Kaivot 9 ja 15 
ovat tyhjiä. Kuvassa 6a on erotettavissa samankaltaiset vyöhykkeet kohdissa 2 ja 3. Kyseessä 
ovat kaksi fermentoimattomasta kinoajauhosta eristettyä maitohappobakteeria. Samoin keske-
nään samankaltaiset vyöhykkeet ovat nähtävissä kohdissa 10, 11 ja 12. Kyseessä ovat kolme 
maitohappobakteeria, jotka eristettiin fermentoidusta kinoajauho-vesiseoksesta (kinoajauho 
A) neljän vuorokauden fermentoinnin jälkeen. 
 
 
Kuva 6a. RAPD-PCR-tuotteet alukkeella P16. Molekyylipainomarkkerit ovat kaivoissa 1, 8 ja 16. 
PCR-tuotteet fermentoimattomasta kinoajauhosta eristetyistä maitohappobakteereista ovat kaivoissa 2 ja 3. PCR-
tuotteet fermentoiduista kinoajauho-vesiseoksista eristetyistä maitohappobakteereista ovat kaivoissa 4 – 7 ja 10 – 
14.  
 
Kuvassa 6b on näkyvissä alukkeilla P2 ja P17 monistetut RAPD-PCR-tuotteet. Kaivoissa 1, 
10, 20, 21 ja 40 on molekyylipainomarkkerit. Kaivoissa 11 – 19 ja 22 – 23 on alukkeella P2 
monistetut PCR-tuotteet. Kaivossa 24 on alukkeen P2 nollakontrollinäyte. Alukkeella P17 
monistetut PCR-tuotteet ovat kaivoissa 25 – 35. Kaivossa 36 on alukkeen P17 nollakontrolli-
näyte. Kaivoissa 2 – 9 ja 37 – 39 olevat näytteet eivät kuulu tähän tutkimukseen. 
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Kuva 6b. RAPD-PCR-tuotteet alukkeilla P2 ja P17. Molekyylipainomarkkerit ovat kaivoissa 1, 10, 20, 
21 ja 40. PCR-tuotteet fermentoimattomasta kinoajauhosta eristetyistä maitohappobakteereista ovat kaivoissa 11 
- 12 ja 25 - 26. PCR-tuotteet fermentoiduista kinoajauho-vesiseoksista eristetyistä maitohappobakteereista ovat 
kaivoissa 13 – 19, 22 – 23 ja 27 -35. Nollakontrollinäytteet ovat kaivoissa 24 ja 36. Kaivoissa 2 – 9 ja 37 – 39 
olevat näytteet eivät kuulu tähän tutkimukseen. 
 
 
7.4 Maitohappobakteerien tunnistaminen  
 
Fermentoiduista kinoajauho-vesiseoksista tunnistettiin kuusi eri maitohappobakteerilajia ja 
yksi fermentoimattomasta kinoajauhosta. Taulukossa 16 on esitetty fragmenttien perusteella 
tunnistetut maitohappobakteerilajit ja niiden vastaavuudet (%) geenipankin tietoihin. 
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Taulukko 16. Tunnistetut maitohappobakteerilajit. 
 Monistuneen  
fragmentin koko 
Vastaavuus 
Fermentoidut kinoajauho-vesiseokset   
Weissella cibaria 661 ep 100 % 
Lactococcus garvieae 634 ep 99 % 
Lactobacillus sakei 654 ep 100 % 
Leuconostoc citreum 625 ep 100 % 
Leuconostoc mesenteroides 635 ep 100 % 
Leuconostoc pseudomesenteroides 622 ep 100 % 
Kinoajauho   
Enterococcus mundtii 642 ep 100 % 
 
 
Kuvassa 7 on esitetty RAPD-PCR tulosten perusteella tehty dendrogrammi, johon on yhdis-
tetty tiedot tunnistetuista maitohappobakteereista.  
 
 
Kuva 7. RAPD-PCR alukkeilla P2, P16 ja P17 sekä tunnistetut maitohappobakteerit. 
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8. POHDINTA 
 
8.1 Kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologinen laatu 
 
Kinoan siementen ja kinoajauhon mikrobiologinen laatu oli tulosten perusteella hyvä. Tutki-
muksissa ei todettu ruokamyrkytyksiä aiheuttavia patogeenejä, kuten Escherichia coli-,    
Staphylococcus aureus- tai Clostridium perfringens –bakteereita eikä salmonellaa. Siemenissä 
ja jauhoissa esiintyneiden aerobisten bakteerien sekä hiivojen ja homeiden määrät olivat vä-
häisiä. Homeitiöiden esiintymiseen on mahdollisesti vaikuttaneet siementen varastointiolo-
suhteet, kuten lämpötila ja ilman suhteellinen kosteus. 
 
Mikrobiologisten määritysten perusteella kinoan siemenissä ja kinoajauhoissa esiintyi proteo-
lyyttisiä, lipolyyttisiä ja amylolyyttisiä bakteereita <100 – 5,4 x 103 pmy/g. Tulokset kertovat 
siitä, että kinoassa esiintyy mikrobeja, joilla on protelyyttistä, lipolyyttistä ja amylolyyttistä 
aktiivisuutta. Bakteerit pystyvät entsyymien avulla hydrolysoimaan kaseiinia, tween yhdistei-
tä (rasvahappojen polyoksietyleenisorbitaani monoestereitä) ja tärkkelystä. Tutkimuksessa 
haettiin ko. maljoilla erityisesti maitohappobakteereita, koska myös niillä esiintyy protelyyt-
tistä, lipolyyttistä ja amylolyyttistä aktiivisuutta.  
 
Kinoajauhosta A eristettiin maitohappobakteeri, joka tunnistettiin Enterococcus mundtii –
bakteeriksi. Enterococcus mundtii –bakteeria esiintyy kasveissa ja maaperässä (Collins ym., 
1986). Tätä tunnistusta tukee se, että Corsettin ym. (2007) tutkimuksessa kinoajauhosta on 
myös eristetty Enterococcus mundtii –bakteeri. 
 
Bacillus –suvun bakteerien esiintymistä kinoan siemenissä ja kinoajauhossa ei tässä tutkiel-
massa selvitetty. Bacillus cereus – bakteeria esiintyy viljoissa (Da Vuyst & Neysens, 2005; 
Evira, 2010b) ja jatkotutkimusta kinoasta tarvitaan tältä osin. Lisätutkimusta tarvitaan myös 
Bacillus cereus – bakteerin ja muiden Bacillus –suvun bakteerien esiintymisestä keitetyssä 
kinoassa. Bacillus cereus on toksiineja tuottava ruokamyrkytysbakteeri, jonka itiöt kestävät 
90 – 95 oC kuumennuskäsittelyä (Evira, 2010b). 
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8.2 Kinoan siementen ja kinoajauhon ravitsemuksellinen laatu 
 
Tulosten perusteella kinoan siementen ravitsemuksellinen laatu vastaa aiemmissa tutkimuk-
sissa saatuja tuloksia. Kinoajauhon raakaproteiinin ja raakarasvan määrä on aiemmissa tutki-
muksissa saatuja tuloksia alhaisempi.  Tulosten tulkinnassa on kuitenkin huomioitava käyte-
tyistä tutkimusmenetelmistä johtuvat erot ja myös se onko tuloksia laskettaessa huomioitu 
näytteen kuivapaino vai tuorepaino. Tämän tutkimuksen tulokset on laskettu tuorepainosta.  
 
Raakaproteiinin määrityksessä käytettiin proteiinikertoimena kerrointa 6,25. Tämä kerroin 
valittiin, koska kinoalle ei kirjallisuudesta löytynyt erikseen määriteltyä tarkempaa prote-
iinikerrointa ja kerrointa käytetään lakisääteisesti ravintoarvomerkintöjä ilmoitettaessa. Elin-
tarvikkeiden proteiinipitoisuus vaihtelee välillä 13,4 – 19 % (Mattila ym., 2001) ja vaihtelu 
pyritään ottamaan huomioon tuoteryhmäkohtaisella proteiinikertoimella. Kerroin 6,25 perus-
tuu olettamukseen, että elintarvikkeiden proteiineissa on 16 g typpeä. Raakaproteiinin määri-
tyksessä analysoidaan elintarvikkeessa esiintyvät typpipitoiset yhdisteet, jolloin mukaan tule-
vat muutkin typpeä sisältävät yhdisteet kuin pelkästään proteiinit  ja tulos yliarvioi hieman 
elintarvikkeen proteiinipitoisuuden. (Mattila ym., 2001.) Tässä tutkimuksessa raakapro-
teiinipitoisuudet jäivät mahdollisesti alhaisiksi märkäpolttoajan lyhyyden (2,5 h) vuoksi. Me-
netelmän käyttöön oli varattu vain rajallinen aika, eikä tämän pro gradu -työn puitteissa ollut 
mahdollisuutta optimoida menetelmää. 
 
Raakarasvan määrityksessä saatu tulos riippuu elintarvikkeen rasvasisällöstä ja käytettävästä 
liuottimesta. Tulokseen tulevat mukaan kaikki uuttuva aines elintarvikkeesta, mikä tarkoittaa 
muitakin aineita kuin rasvalipidit. (Mattila ym., 2001.) Tässä tutkimuksessa liuottimena käy-
tetty petroolieetteri soveltuu triglyseridien uuttamiseen. Tutkimuksen aikana havaittiin, että 
rasvan uuttumiseen käytetyllä menetelmällä vaikutti kinoan siementen rakenteen rikkominen 
huhmareella. Rasvaa uuttui sitä paremmin mitä hienojakoisemmaksi kuivattujen siementen 
rakenne saatiin hierrettyä. Tästä johtui osittain raakarasvan tulosten vaihtelevuus. Lisäksi 
näytteiden kuivatuksen aikana saattoi niistä poistua haihtuvia rasvahappoja. Näytemäärät oli-
vat pieniä, mikä todennäköisesti aiheutti myös tulosten vaihtelevuutta. 
 
Tuhkan ja siten näytteiden kivennäisaineiden määrän vaihtelu johtui mahdollisesti kasvupai-
kan olosuhteista. Kosteuspitoisuuden vaihteluun vaikutti todennäköisesti ennen myyntiä ta-
pahtunut siementen käsittely, kuten kuivatus ja varastointi. Hiilihydraattien määrä oli tutki-
muksessa laskennallinen. Hiilihydraattien määrään vaikuttivat siten muiden tutkimuksessa 
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mukana olleiden määritysten tulokset. Tuloksia arvioitaessa on huomioitava, että mikäli näyt-
teen raakaproteiinin ja raakarasvan määrät jäivät määrityksissä todellista alhaisemmiksi, kas-
voi hiilihydraattien määrä todellisuutta korkeammaksi. 
 
Tämän tutkimuksen tulosten perusteella voidaan todeta, että kinoan ravitsemuksellinen laatu 
vastaa aiempiin tutkimuksiin verrattaessa vehnän ravitsemuksellista laatua ja on parempi kuin 
maissilla ja riisillä (Hager ym., 2012). Kinoa sisältää paljon hiilihydraatteja ja proteiinia sekä 
vähän rasvaa. Kinoan lisääminen ruokavalioon lisää ravitsemuksen monipuolisuutta, ja riisin 
sekä valkoisten vehnäjauhojen, joista jyvät ja kuoriosat on poistettu, korvaaminen kinoalla 
jopa parantaa ruokavalion ravitsemuksellista laatua. Erityisesti kinoan lisäämisellä vähäglu-
teenisiin leivonnaisiin parannettaisiin näiden tuotteiden ravintoarvoa. 
 
Kinoan siementen ja siten myös kinoajauhon ravitsemukselliseen laatuun vaikuttavat kasvila-
jikkeen ominaisuudet, kasvualueen ja maaperän ominaisuudet sekä lannoitteiden käyttö  
(Keskitalo, 1997; Miranda ym., 2012). Kehittämällä kasvinjalostuksen avulla eri maiden pai-
kallisiin oloihin parhaiten soveltuvia kinoalajikkeita voidaan kinoan viljelyä lisätä ja vaikuttaa 
myös satomääriin ja niiden ravitsemukselliseen laatuun. Kinoan viennin ja viljelyalan lisään-
tymisellä Andien alueella on todettu olevan myös varjopuolensa. Jacobsenin (2008) mukaan 
Boliviassa, joka on Andien alueen köyhin maa, ja joka tuottaa suurimman osan maailmalla 
myydystä luonnonmukaisesti tuotetusta kinoasta, viljelijät myyvät parempien tulojen myötä 
kaiken satonsa ja siirtyvät käyttämään perinteisen kinoan sijaan ravitsemuksellisesti heikom-
paa ruokaa.  
 
 
8.3 Kinoajauho-vesiseoksen fermentaatio ja maitohappobakteerien tunnistaminen 
 
Fermentaatiokokeessa kinoajauho-vesiseosten happaneminen saatiin varsinaisesti käynnisty-
mään vasta ensimmäisen uudistamisen (back-slopping) jälkeen. Uudistamisessa vanhaa seosta 
jätettiin 25 % juureksi ja seoksiin lisättiin vastaavasti 75 % uutta jauhoa ja vettä. Uudistami-
sen myötä fermentoitavaan jauho-vesiseokseen saattoi kulkeutua mikrobeja kontaminantteina 
myös työympäristöstä. Tutkimuksissa on todettu hapantaikinoiden mikrobiston kasvuun vai-
kuttavan raaka-aineissa esiintyvien mikrobien lisäksi ulkoiset tekijät, kuten lämpötila. Siksi 
tässä tutkimuksessa tehdyt kinoajauho-vesiseosten fermentaatiokokeet edustivat huoneen-
lämmössä, suomalaisissa olosuhteissa tehtyä spontaania fermentaatiota. 
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Fermentoiduista kinoajauho-vesiseoksista tehtiin maljaviljelyt MRS –agarille. Maljoilla kas-
voi hapantaikinoille tyypillisesti vain maitohappobakteereita ja hiivaa. Kinoajauho B:n ve-
siseoksen fermentointi lopetettiin neljäntenä vuorokautena fermentoinnin aloittamisesta vie-
raan hajun takia. Seos ei tuoksunut enää tyypilliselle happamalle vaan siinä oli erilainen pis-
tävä paha haju, mikä todennäköisesti johtui vieraiden mikrobien kasvusta fermentaatioko-
keessa. Seoksesta ei tehty maljaviljelyä, minkä avulla kuitenkin olisi voinut saada jotakin lisä-
tietoa kinoajauho-vesiseoksen mikrobistosta ja varmuutta kontaminaatiosta. 
 
Maitohappobakteerien määrittäminen ja puhdasviljelmien tekeminen valituista pesäkkeistä oli 
työlästä ja aikaa vievää. Puhdasviljelmistä tehtiin gramvärjäykset ja jatkotutkimuksiin vali-
tuille isolaateille katalaasikokeet. Gramvärjäyksellä ja katalaasikokeen avulla saatiin tärkeitä 
lisätietoja tutkittavista isolaateista. Jatkotutkimuksiin valittiin grampositiivisia, kokki- tai sau-
vamuotoisia, katalaasinegatiivisia bakteereja. Isolaatteja valittiin fermentaation alkuvaiheesta 
ja loppuvaiheesta. Mukaan otettiin myös fermentoimattomasta kinoajauhosta A eristetyt voin-
tuoksuiset pesäkkeet. 
 
Jatkotutkimuksissa maitohappobakteerien ryhmittelyssä käytettiin RAPD-PCR-
tyypitysmenetelmää. RAPD-PCR –tyypitysmenetelmässä DNA:ta monistetaan yhden lyhyen 
universaalin alukkeen avulla. Menetelmää voidaan käyttää, kun halutaan tietoja bakteerikan-
tojen sukulaisuudesta. Menetelmän toistettavuus on melko heikko, koska eri tutkimuskerroilla 
monistuu samasta templaattiDNA:sta hieman eri määrä eripituisia fragmentteja. RAPD-PCR 
oli nopea tapa ryhmitellä tutkittavana olleet maitohappobakteerit ja sekvensointiin pystyttiin 
valitsemaan toisistaan geelikuvissa erottuvia bakteereita. 
 
Fermentoiduissa kinoajauho-vesiseoksissa esiintyi sekvenssitietojen perusteella maitohappo-
bakteerit Weissella cibaria, Lactococcus garvieae, Lactobacillus sakei, Leuconostoc citreum, 
Leuconostoc mesenteroides ja Leuconostoc pseudomesenteroides. Aiemmissa tutkimuksissa 
on hapantaikinoista eristetty kaikkia edellä mainittuja maitohappobakteereita (De Vuyst & 
Neysens, 2005). Kinoajauhojen spontaanista fermentoinnista ei kuitenkaan ollut saatavilla 
tutkimustietoa.  
 
Tässä tutkimuksessa tunnistettujen maitohappobakteerien esiintymiseen fermentaatiokokeessa 
on todennäköisesti vaikuttanut kinoajauho-vesiseosten alhainen pH, fermentointilämpötila ja 
lyhyt fermentaatioaika. Lisätutkimusta tarvittaisiin pidemmältä fermentaatioajalta ja eri läm-
pötilojen käytöstä. Seosten mikrobisto saattaisi muuttua fermentointia jatkettaessa ja valtala-
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jeiksi voisivat nousta eri lajit kuin nyt tunnistetut maitohappobakteerilajit. Tutkimuksiin olisi 
otettava mukaan myös hiivojen tunnistaminen. Kinoassa esiintyvien maitohappobakteerien 
probioottisista ominaisuuksista ollaan parhaillaan tekemässä jatkotutkimusta.  
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